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RESUMEN

Se determiné la CCsp de ocho especies vegetales (Hippocratea excelsa,
Ibervillea sonorae, Asparagus setaceus, Asparagus sprengeri, A. densiflorus var.
Myers, Schinus molle, Rubus coriifolius y Lepidium virginicum); usadas en la
medicina tradicional en el tratamiento de cancer, contra la linea celular U-937 y
linfocitos humanos. De las ocho especies evaluadas, los extractos etanodlicos de
Asparagus setaceus (PA), Schinus molle (PA) y Asparagus setaceus (R),
presentaron la mayor actividad citotoxica con 129, 172 y 182 png/mL,
respectivamente; al no haber diferencias entre ellas se recurri6 al indice de
seléctividad (IS) como un parametro para seleccionar al extracto etandlico de
Schinus molle (IS = 1.47) para ser estudiada mediante un método fitoquimico
biodirigido; como técnicas de separacion y purificacion se utilizaron la
cromatografia de columna abierta y CLAR, lo que condujo a la identificacion de
dos compuestos de tipo flavonoide: rutina (9) y quercitrina (10).

Los compuestos identificados rutina y quercitrina presentaron actividad citotoxica
en dosis de 10 pg/mL; con IS=1.02 y IS = 1.22, respectivamente.

Como parte de esta investigacion, también se evalué la toxicidad aguda oral del
extracto etandlico de Schinus molle (PA), en ratas de ambos sexos de la cepa
Sprague Dawley, resultando ser inocuo a los dosis probadas (0.5, 1 y 2 g/Kg).
Finalmente se llevd a cabo un analisis de variacion quimica estacional, el cual
permiti6 determinar el porcentaje de la composicion de los flavonoides rutina y
quercitrina presentes en las partes aéreas de Schinus molle en el ciclo de un afo.
La actividad citotoxica mostrada del extracto etandlico de las hojas de
Schinus molle en conjunto con la inocuidad y la composicién quimica es evidencia
farmacolégica y fitoquimica que permite explicar en parte el uso de las hojas de
Schinus molle en el tratamiento de cancer, y proponerla como una candidata para

el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales.
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GLOSARIO

DOs24 Absorbancia a 524 nm.
A.C.Sm Albert Charles Smith
AcOEt Acetato de etilo.
CGB Células gliales de Bergmann
CCF Cromatografia en capa fina
CLAR Cromatografia liquida de alto rendimiento
CCs Concentraciéon a la cual se reduce al 50% la viabilidad de las

células empleadas.

CMI Concentracion minima inhibitoria
DMSO Dimetil sulféxido
FP Fraccion primaria
°C Grados centigrados

GLUT-1 Transportador de glucosa

GlucTP Glucotropeolina
IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social
i.p. Via de administracion intraperitoneal
msnm Metros sobre el nivel del mar
pg/mL Microgramos por mililitro
mg Miligramos
mg/kg Miligramos por kilogramo
mL Mililitros
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5 bromuro difeniltetrazolio.
NO Oxido nitrico
OMS Organizacion Mundial de la Salud
rpm Revoluciones por minuto
SDS Dodecil sulfato de sodio
UDPG Uridina-difosfato-glucosa
U937 Linfoma humano del tipo histiocitico difuso
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1. INTRODUCCION

El uso de las plantas para controlar o curar alguna enfermedad en el hombre, tiene
sus origenes en los albores de la humanidad, desde que aparecen registros o
referencias fiables. El uso, se pone de manifiesto por la existencia de herbarios
desde la época de los sumerios, los asirios, los babilonios y los fenicios. El Papiro
de Ebers describe, el uso medicinal de 700 plantas, como el ajo y la adormidera.
En China y el resto de Asia el uso de plantas para tratar enfermedades se remonta
a mas de 10,000 afos. Los griegos y romanos fueron los primeros en sistematizar
en Occidente, el estudio de las plantas medicinales. Asi, Dioscorides, en su obra
de Materia Médica, describe mas de 600 plantas de uso medicinal [1]. En el caso
de México destacan los codices aztecas Matritense, Florentino y el de la Cruz-
Badiano, los cuales son una recopilacién grafica sobre la botanica y medicina
tradicional mexicana utilizadas por los indios aztecas [2].

En la actualidad el uso de las plantas medicinales para el control, la cura y el
tratamiento de enfermedades constituye un conocimiento que aun es transmitido
de forma oral de generacion en generacion [3]. Se estima que aproximadamente
del 64% al 80% de la poblacion mundial hace uso de las plantas medicinales para
resolver sus problemas de salud [4]. '

En este sentido México cuenta con una extraordinaria riqueza vegetal, ubicandolo
en el cuarto lugar en biodiversidad a nivel mundial; de 26,500 especies a cerca de
4,000 (15%) se les atribuyen propiedades medicinales, constituyendo el recurso
mas accesible para procurar la salud de grandes ntcleos de la poblacién
mexicana [3].

A pesar del uso tan difundido de las plantas medicinales, los estudios quimicos y
farmacolégicos dirigidos a la validacion de las propiedades medicinales que se les
atribuyen siguen siendo escasos; a nivel mundial se estima que solo el 5% de

estas especies tienen estudios quimicos y farmacolégicos [5].



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del cancer

Cancer es un término genérico para referirse a un grupo de mas de 100
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo. El cancer es
un padecimiento que es considerado un problema de salud publica mundial, por su
letalidad, diversas manifestaciones clinicas y por la gran variedad de factores de
riesgo que se le asocian, que incluyen genéticos y ambientales.

El cancer se puede definir como una enfermedad en la que las células del cuerpo
empiezan a crecer de manera anormal y pueden invadir zonas adyacentes para
diseminarse a otros 6rganos. Este crecimiento anormal afecta el equilibrio del
organismo y puede conducirlo hasta la muerte.

En el cancer las células que estan en constante divisién rompen los mecanismos
que regulan el ciclo celular y se dividen sin control, transmitiendo esta
caracteristica a sus descendientes. La alta tasa de proliferacion da origen a masas
de tejidos denominados tumores. El tumor resultante cuyas células ahora
presentan cambios estructurales, funcionales y pérdida de identidad tisular son
capaces de invadir otros tejidos cercanos o lejanos (metastasis). Esta ultima etapa
es la que invariablemente conduce a la muerte [6]. Las células cancerosas
manifiestan, en grados variables, cuatro caracteristicas que las distinguen de las
células normales: proliferacion incontrolada, desdiferenciacion y pérdida de la

funcion, invasividad y metastasis [7].

2.2. Clasificacion del cancer

Basicamente el cancer se puede clasificar de acuerdo con tres caracteristicas [8]:

1. Su lugar de origen por ejemplo, de pulmén, de mama, de prostata, de colén, de
recto, etc.

2. Eltejido o célula del que proceden



* Los carcinomas son, con mucha diferencia, los mas frecuentes. Los
carcinomas se originan en los epitelios, que son los tejidos que revisten las
cavidades y los conductos de cuerpo, ademas de la piel.

* Los sarcomas, que proceden del tejido conjuntivo y sus derivados. Como el
tejido conjuntivo se encuentra en todo el cuerpo, estos tumores pueden
aparecer en cualquier parte, aunque son poco frecuentes. Como ejemplos
se pueden citar los sarcomas de hueso y los miosarcomas (procedentes del
musculo).

» Los linfomas, que se derivan de los linfocitos y suelen surgir en los ganglios
linfaticos. Las leucemias se producen en la médula 6sea y comparten
algunas caracteristicas con los linfomas.

* Los melanomas son tumores que suelen surgir en la piel (aunque también
en otras localizaciones), pero que son muy distintos de los carcinomas,
tanto al microscopio como en su comportamiento, por lo que se les clasifica
por separado.

* Los tumores del sistema nervioso central se clasifican también por
separado. La mayoria de ellos pertenecen al grupo de los gliomas, aunque,

a pesar de ser poco frecuentes, la variedad es muy amplia.

Su extensién: En la mayoria de los tumores, para definir su extension, se utiliza
un sistema denominado TNM, el cual es topografico y en su denominacion se
emplean las iniciales tumor (T), ganglio linfatico (N: lymph Nodes) y metastasis
(M). Se representa asi la invasion tumoral que puede ser local (T), regional (N)
y a distancia (M). Para un mismo tipo de tumor la invasioén local (T) cursa con
supervivencia mayor que la invasion regional (N) y ésta, a su vez, representa

menor gravedad que la invasion a distancia (M) [9].

Por subgrupos: se realiza con nimeros que van del | al IV. Estadio I: indica
que el tumor es menor de 2 cm y no hay metastasis, el indice de supervivencia
relativa a 5 afios es de! 98%. Estadio Il: abarca las siguientes situaciones: 1)

no mide mas de 2 cm pero los ganglios linfaticos de la axila estan afectados, 2)



mide entre 2 y 5§ cm y puedé o no haberse extendido, 3) mide mas de 5 cm
pero los ganglios linfaticos axilares no estan afectados. El indice de
supervivencia a 5 afos es del 88-76%. Estadio lll: se divide en estadio IlIA y
I11B: El estadio Ill A, puede integrar a las siguientes formas: 1) el tumor mide
menos de 5 centimetros y se ha diseminado a los ganglios linfaticos axilares y
éstos estan unidos entre si o a otras estructuras, 2) el tumor mide mas de 5 cm
y los ganglios linfaticos axilares estan afectados. El indice de supervivencia
relativa a 5 afios es del 56%. El estadio |ll B, puede darse en los siguientes
casos: 1) el cancer se ha extendido a otros tejidos cerca de la mama (piel,
pared toracica, incluyendo costillas y musculos del térax), 2) El cancer se ha
diseminado a los ganglios linfaticos dentro de la pared toracica cerca del
esternén. El indice de supervivencia relativa a 5 afos es del 46%. Estadio IV:
se produce cuando el cancer se ha diseminado a ofras estructuras del cuerpo.
Los érganos en los que suele aparecer metastasis con mayor frecuencia son
los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro. También puede ser que el
tumor haya afectado localmente a la piel. El indice de supervivencia relativa a 5
afos es del 16% [10].

2.3. Factores de riesgo

En general, el cancer no se origina por una sola causa, sino que en su generacion
operan multiples factores; por eso se dice que es una enfermedad multifactorial.
Las causas del cancer son de dos tipos: externas o internas. Las causas internas
se conocen como una predisposicion genética, lo que quiere decir que en ciertas
familias se hereda un gen anormal que hace que sus miembros presenten una alta
probabilidad de desarrollar cancer. En la actualidad se sabe que la mayoria de los
canceres son ocasionados por causas externas, es decir, por exposiciones a
sustancias quimicas o a agentes fisicos o biolégicos que afectan a los genes de
las células, transformandolas en cancerosas. En la tabla 1 se ilustran los

diferentes factores de riesgo a los que se les atribuye el cancer [11].



Tabla 1. Factores de riesgo asociados al cancer y porcentajes de atribucion [11].

Factores de riesgo | Porcentaje

i atribuido
|

Dieta ' 35

Consumo de cigarrillo 30

Infecciones ‘ 10
3

|

Rayos solares

Alcohol

Ocupacioén
Radiacién
Contaminacion

Medicamentos

2.4. Incidencia mundial

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada afio se
registran 10 millones de nuevos casos de cancer en todo el mundo de los cuales
250,000 son nifios; el cancer es la principal causa de muerte por enfermedad en
nifios de 1 a 14 afos [12].

La distribucion y los tipos de neoplasias en nifios difieren de la de los adultos, con
un rango entre 75 a 150 casos x 10° nifios/afio [13,14]. En los afios noventa, la
tasa estandar de incidencia en funcién de la edad era de 140 por millén para los
nifios europeos de entre 0 y 14 afos.

En los Estados Unidos la incidencia asciende a 137 millones en la poblacion de
raza blanca y a 121 en la de raza negra [14]; en Inglaterra a 109 [15]; en Francia a
137 [16] en Italia a 141 [15]; en Dinamarca a 138 [17]. En paises en desarrollo,

incluyendo los latinoamericanos se han notificado tasas de 45 millones, que hacen



sospechar un importante subregistro, que puede estar ocasionado por la carencia
de accesibilidad a centros hospitalarios especializados, y el escaso desarrollo de
los sistemas de registro institucionales y poblacionales [18, 19].

Las neoplasias malignas mas frecuentes en los nifios corresponden a leucemias y
linfomas y a diferencia de la de los adultos tienden a tener periodos de latencia
cortos, crecen rapidamente, son biolégicamente muy agresivas y responden mejor
a la quimioterapia [20].

En los menores de 15 anos, el 92% son de tipo no epitelial y 8% de tipo epitelial;
entre los 15 y 19 afos ocurre una transicién; de los 30 a los 45 afos las de tipo
epitelial alcanzan una frecuencia de 80%, y mas tarde, de 90% [21].

El cancer en los nifios se divide en 12 grandes grupos: |) leucemias; Il) linfomas y
otras neoplasias reticuloendoteliales; Ill) tumores del sistema nervioso central; IV)
tumores del sistema nervioso simpatico; V) retinoblastoma; VI) tumores renales;
VIl) tumores hepaticos; VIII) tumores 6seos; IX) tumores de los tejidos blandos; X)
tumores de células germinales, trofoblasticas y ofras células gonadales; Xl)
carcinomas y otras neoplasias epiteliales malignas, y Xll) otras neoplasias

malignas inespecificas [22].

2.4 1. Incidencia especifica
En un estudio que abarcé la colaboracién de 50 paises, se obtuvo la incidencia
especifica de las diferentes neoplasias. Cabe comentar que esta sufre variaciones
de acuerdo al tipo cancer, el pais o region que se estudie (tabla 2). Se han
informado diferentes patrones de presentacion, entre los que destacan tres tipos
principales 1) estadounidense/europeo, 2) latinoamericano y 3) africano. En el
primero se encuentran en orden de frecuencia las leucemias, los tumores del
sistema nervioso central y los linfomas. En el latinoamericano la mayor incidencia
también corresponde a las leucemias, seguidas por los linfomas y los tumores del

sistema nervioso central. En el africano predominan los linfomas [15].



Tabla 2. Incidencia mundial segtn el tipo de neoplasia (casos x 10°) [15].

W
i

I

Leucemias

| Linfomas Enfermedad de Hodgkin 2.7-14.8

Linfomas no Hodgkin 2.7-14.5

Tumores del sistema nervioso central 20-30

Tumores de sistema nervioso simpatico 3.1-12.6

¥
n

Retinoblastoma
Tumores renales

Tumores hepaticos 0.5-15

Tumores 6seos 2-3.5

&
a

Tumores de los tejidos blandos

Tumores de células germinales 0.5-5.8

Carcinomas 0.5-2

No especificados

2.4.2. Incidencia segun la edad
De acuerdo con las estadisticas mundiales, se considera que la incidencia es dos
veces mas frecuente en el grupo de menores de 5 afos, que para el grupo de 5 a
14 anos, (grafica 1). Segun la edad también difiere el patrén de presentacion de
las neoplasias. En los menores de un afio predominan los tumores embrionarios
(meduloblastoma, retinoblastoma, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, tumor de
Wilms y hepatoblastoma, principalmente). En el grupo de 1 a 4 afios predomina la
leucemia linfoide aguda; también son frecuentes los tumores renales, los tumores
del sistema nervioso central y algunos linfomas. En el grupo de 5 a 9 afios,
nuevamente predominan las leucemias, aumentan los linfomas (entre los cuales

predomina la enfermedad de Hodgkin) y se inicia la presentacion de los tumores
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6seos. En el grupo de 10 a 14 afios continta el predominio de las leucemias, pero

aumenta la frecuencia de los linfomas y los tumores 6seos, (cuadro 1) [23,24].
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Gréfica 1. Rangos de incidencia de edad y sexo especificos por millén de nifos
(1998-2007) [24].

Cuadro 1. Frecuencia de cancer infantil por grupos de edad (1998-2007) [24].

6% Tumores del SNS

19%

a) < de 1 ano




Cuadro 1. Frecuencia de cancer infantil por grupos de edad (1998-2007) [24].
(Continuacion).

Linfomas
22%

c) 5-9 anos d) 10 — 14 anos

2.4.3. Incidencia segun el sexo
En referencia al sexo, la relacion hombre: mujer es mayor de 1 (intervalo de 1.1 a
1.6) para el conjunto de todas las neoplasias, pero difiere segun el tipo de
neoplasia que se estudie. Asi, por ejemplo, para los tumores renales como el
tumor de Wilms y algunos tumores del Sistema Nervioso Central la relaciéon es
menor de 1[23, 24].

2.4.4. Incidencia segun la raza
Segun registros obtenidos en Estados Unidos, la relacion blanco: negro es mayor
de 1 para el conjunto de las neoplasias, pero al igual que para el sexo, varia segtn
la neoplasia:. mayor de 1 para las leucemias, astrocitomas, linfomas,
neuroblastoma, tumores hepaticos, 6seos, de los tejidos blandos y los carcinomas;
menor de 1 para el meduloblastoma, los gliomas, el retinoblastoma, el tumor de

Wilms y los tumores de células germinales [23, 25].



2.5. Incidencia en México
En el periodo del 2002-2004 un analisis retrospectivo [26], mostrd que la
incidencia promedio de cancer infantil fue del 33%, (grafica 2).
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Gréfica 2. Incidencia de cancer infantil.

En relacion al género, el 62% de la poblacion estudiada (654) pertenecia al sexo
masculino, con una relacion 1.6:1, (grafica 3).
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Grafica 3.Incidencia de cancer infantil por sexo en México (2002-2004) [26].
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En cuanto a la edad, la grafica 4 muestra que el grupo de edad comprendido de 15
a 17 afos, mostr6é el mayor porcentaje de casos, con una incidencia promedio del
54%.
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Grafica 4. Incidencia de cancer infantil por edad en México (2002-2004) [26].

Con respecto al tipo de cancer, las leucemias y los linfomas representaron el 40 y

7%, respectivamente de las neoplasias, (tabla 3).

Tabla 3. Incidencia de cancer infantil [26].

| TIPO DE CANCER ;
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Tabla 3. Incidencia de cancer infantil [26]. (Continuacion).

| Linfoma

Linfosarcoma

| Mieloma multiple

Sarcomas

Tumor de Burkitt
; Otros 305
654

2.6. Métodos de control del cancer

Los tratamientos actuales para el cancer se basan principalmente, en la cirugia, la
radiacion y la quimioterapia. La seleccion de uno de ellos o su combinacién
depende de la etapa en que se encuentre el tumor.

En el caso de la quimioterapia, ésta es empleada como tratamiento principal
cuando el tumor se encuentra en las etapas Il, lll y/o IV [27]. Esta estrategia
consiste en administrar un farmaco que tenga la capacidad de inhibir el
crecimiento tumoral y/o provocar la muerte celular. Los farmacos actuales son
inespecificos y agresivos ya que no solo destruyen las células cancerosas sino
que ademas afectan a las células sanas, lo que produce algunos efectos
indeseables como caida del pelo, cansancio, pérdida de peso, nauseas, vomitos,
mareo y debilidad, entre otros [7, 28-30]; por lo que la busqueda de principios
activos aislados de fuentes naturales como potenciales agentes
quimioterapéuticos, continua vigente.

Una parte de la investigacién en el desarrollo de estos farmacos, se enfoca a
encontrar medicamentos que sean especificos para las células tumorales, con lo
cual se espera incrementar la eficacia del tratamiento y reducir los efectos
secundarios [29]. En este contexto, las plantas han sido y seguiran siendo una
posible alternativa para la busqueda de nuevos compuestos quimicos que sirvan

de base en el desarrollo de nuevos farmacos.
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Algunos ejemplos de agentes antitumorales obtenidos de especies vegetales
empleados actualmente en el tratamiento de cancer son: 1) los alcaloides
vincristina (1), vinblastina (2), y vindesina aislados de Catharanthus roseus, los
cuales inhiben la mitosis en metafase uniéndose a la tubulina; son relativamente
poco téxicos, pero pueden causar efectos adversos neuromusculares; 2) taxanos,
como paclitaxel (3) y docetaxel (4), aislados de la corteza de Taxus brevifolia, los
cuales estabilizan los microtubulos, inhibiendo la mitosis; los efectos adversos
incluyen mielodepresion y neurotoxicidad acumulativa. Con docetaxel puede
aparecer una retencion de liquidos resistente (sobre todo edema en las piernas).
Puede surgir una hipersensibilidad a ambos farmacos, que precisa un
pretratamiento con corticoides y antihistaminicos. 3) El etoposido (5) y tenipdsido
(6) son dos glucésidos semisintéticos derivados de la epipodofilotoxina [31]. La
epipodofilotoxina es un isémero de la podofilotoxina el cual fue aislado de las
raices de varias especies del género Podophyllum; estos compuestos inhiben la
sintesis de ADN actuando sobre la topoisomerasa Il y también inhiben la funcién
mitocondrial. Los efectos adversos frecuentes comprenden vomitos,
mielodepresion y alopecia, 4) camptotecinas, aislados de Camptotheca acuminata,
como irinotecano (7) y topotecano (8), se unen a la topoisomerasa | y la inhiben.
Se produce diarrea y mielodepresion reversible pero en general, estos farmacos
producen menos efectos adversos que la mayoria de los demas antineoplasicos
[7, 30-31].

Cuadro 2. Compuestos antitumorales obtenidos de especies vegetales, que

actualmente son empleados en el tratamiento de cancer.

Vincristina (1) Vinblastina (2)
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Cuadro 2. Compuestos antitumorales obtenidos- de especies vegetales, que

actualmente son empleados en el tratamiento de cancer (Continuacion).

Paclitaxel (3)

0.0
OCH,
0—CH,
L
| CH,—CH /oH
N\
| 0 | O OCH,
OH
0.0 .
AN

Etopésido (5) Teniposido (6)

H,Cw"
/ OHO

H,C

Irinotecano (7) Topotecano (8)
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2.7. Generalidades de las plantas objeto del estudio.

2.7.1. Hippocratea excelsa HBK

Figura 1. Capsulas de Hippocratea excelsa.

La planta se conoce popularmente como cancerina, “mata piojo”, “miseg-bat”
(Oaxaca), “barajillo”, “ixcate”, “ixcate rojo”, “acpatle”, “temecaixpajtle”, “mapiojos”
(Guerrero y Puebla) “hierba del piojo” “zipche” (Chiapas) y palo de reguilete
(Yucatan) [32]. Su nombre cientifico es Hippocratea excelsa Kunth (sinonimia:
Hemiangium excelsum Kunth. A.C.Sm); pertenece a la familia Hippocrateaceae
[33].

La cancerina es una planta trepadora lefiosa que puede crecer hasta 10 m de
altura, de tallos delgados, con hojas coriaceas, opuestas, eliptico oblongas,
asperas, crenado onduladas, angostandose hacia la base, de 7-7.5 cm, flores
pequefas amarillas con cinco pétalos (de 5 mm), fruto una capsula dividido en tres
(14 cm de diametro), y semillas aladas de 4-5 cm de largo (8-14 semillas por
fruto).

La cancerina es una planta endémica cuya distribucion se encuentra restringida a
Centroamérica [34]. En México se distribuye en el sur y sureste del pais en los

estados de Hidalgo, Puebla, Jalisco, Michoacan, Morelos, Guerrero, Oaxaca,
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Chiapas, Campeche, Tabasco y Quintana Roo. Crece en selvas tropicales secas y
semihimedas desde el nivel del mar hasta los 1200 m, principalmente en
vegetacion de selva baja caducifolia (sbc).

En la medicina tradicional se considera atil para el tratamiento de diversas
enfermedades: ginecologicas (hemorragicas, infecciones uterina y amenorrea);
infestaciones o infecciones de la piel (piojos, ectoparasitos y hongos), calvicie,
gastrointestinanles (gastritis, Ulcera de estdémago y duodenal); respiratorias (tos);
renales; y diferentes tipos de cancer (de mama, estomago, pulmén e higado) y
Oseas (artritis). Se le atribuyen efectos antiinflamatorios, analgésicos, antipiréticos
y antiinfecciosos [35].

Desde el punto de vista fitoquimico esta especie ha sido objeto de diversos
estudios, los cuales han conducido al aislamiento de diversos compuestos.
Algunos compuestos que se han aislado de la corteza de la raiz y el tallo son los
siguientes: canofinol, p-sitosterol, p-amirina, acido canafélico, friedelina,
pristimerina, celastridina, p-sitosterol-3-O-glucésido, emarginatina, epicatequina,
hidroxifriedelina, hidroxitaraxerol, hidroxiglutinol, hidroxi-amirenona, dihidroxi-
amirenona, trans-poli-isopreno, hippocrateina | y Il [36-41].

En una investigacion mas reciente se aislaron de la corteza del tallo seis
triterpenos pentaciclicos, cinco del tipo oleanano y uno del tipo ursano, fueron
identificados como 1) 1B, 21p -dihidroxi-oleano-12-eno-3-ona, 2) 3a, 11a, 21p-
trihidroxi-oleano-12-eno, 3) 3o, 21p-dihidroxi-11a -metoxi-oleano-12-eno,
4) 3a, 21p-dihidroxi-oleano-9 (11), 12-dieno, 5) 3a,21p-dihidroxi-oleano-12-eno,
6) 3a, 21 -dihidroxi-11a-metoxi-ursano-12-eno [42].

Desde el punto de vista farmacolégico, los compuestos p-sitosterol-3-O-glucésido,
p-sitosterol y epicatequina (-); han mostrado un efecto gastroprotector en modelos
murinos de 93.4, 85.7 y 72.1%, respectivamente, en comparacién con subsalicilato
de bismuto, el cual mostré un efecto gastroprotector de 46.2% [43].

La hippocrateina | mostr6 actividad moderada en la prueba de letalidad de Artemia
salina, con una DLsp = 212 ug/mL, y actividad citotdxica frente a la linea celular

9PS (carcinoma de nasofaringe humano), DEsp = 1.85 x 107" ug/mL [44].
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El extracto etandlico obtenido de la corteza de Hippocratea excelsa se evalud en
diferentes modelos para determinar su potencial antiinflamatorio. En el modelo de
edema subplantar inducido con carragenina, el extracto se administré a ratas
Wistar macho y ratones de la cepa CD1 a las dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg,
encontrandose inhibicion de la inflamacion (29.7%) en ratones significativa a la
dosis de 100 mg/kg, mientras que en el caso de las ratas las dosis de 50 y 100
mg/kg fueron significativas con porcentajes de inhibicién de la inflamacion de 32.2
y 35.5%; respectivamente.

En el modelo de inflamacion por granuloma inducido con algodén, el extracto se
administré a ratas Wistar macho a las dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg, la dosis de
- 100 mg/kg fue significativa con 22.4% de inhibicion [45].

En el modelo de artritis inducida con formaldehido: el extracto etandlico
administrado a la dosis de 100 mg/kg en ratas macho Wistar mostr6é un porcentaje
de inhibicion significativo de 36.3% [45].

En el modelo de lisis de eritrocitos inducida con calor, el extracto etandlico
administrado a una dosis de 100 pg/mL mostré un porcentaje de inhibicion de
48.7% en comparacion con indometacina (53.1%) [45].

En otra investigacién el compuesto pristimerina Il aislada de la corteza demostrd
actividad antiprotozoaria contra Giardia lamblia con Clso = 0.11uM en comparacién
con metronidazol Clsg= 1.23 uM [46].

En un estudio de toxicidad aguda en ratones de la cepa ICR (Region de impresion
controlada), el extracto [MeOH-CH,Cl, (1:1)] de la raiz de Hippocratea excelsa se
evaluo a las dosis de 10, 100 y 1000 mg/Kg; mostrando ser altamente toxico con
una DLso = 605 mg/kg [47].

Los extractos metandlico y acuoso obtenidos de la raiz de Hippocratea excelsa se
evaluaron en ratas macho Sprague Dawley a la dosis de 300 mg/kg para
determinar su actividad antisecretora con el modelo de secrecion inducida con la
toxina del célera y demostraron un potencial de inhibicion de 80.3 y 75%;
respectivamente [48].

Diversos extractos obtenidos a partir de la corteza de la raiz de Hippocratea

excelsa mostraron propiedad insecticida contra Sitophilus zeamais con 68% de
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inhibicién en el caso del extracto acuoso, 68% en el caso del extracto de éter de

petréleo y 55.7% para el extracto de diclorometano [49].

2.7.2. Ibervillea sonorae Greene

Figura 2. Frutos de Ibervillea sonorae.

Ibervillea sonorae es una planta dioica perenne, se conoce popularmente como
“guareque” o “wereke”. Su nombre cientifico es /bervillea sonorae Greene
(sinonimia: Maximowiczia sonorae S.Watson); pertenece a la familia
Cucurbitaceae [50].

Ibervillea sonorae es una enredadera y/o bejuco perenne de 3-4 m, son plantas
dicotiledéneas, de fruto camoso de forma redonda y alargada, de cascara gruesa,
rugosa o lisa, y estan compuestas por un sistema radicular el cual consta de una
raiz principal y algunas raices secundarias, poseen un tallo herbaceo y velloso,
sus flores son generalmente unisexuales y de color amarillo y el fruto es una baya
grande de pulpa suave y cascara dura [51].

Se localiza en zonas semidridas de los estados de Sinaloa, Sonora y Baja
California. Algunos grupos étnicos usan la raiz para multiples propésitos:
antirreumatico, antiinflamatorio, analgésico, enfermedades cardiacas, se dice que
es efectiva para curar el cancer y auxiliar en el tratamiento de la diabetes.

Un estudio fitoquimico, permitio aislar una mezcla de once monoglicéridos a partir
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del tubérculo de Ibervillea sonorae (1-monopalmitina, 1-monomargarato de
glicerilo, 1-monostearina, 1-monononadecilato de glicerilo, 1-monoaraquidato de,
glicerilo, 1-monobehenato, 1-monotricosanoato de glicerilo, 1-monotetracosanoato
de glicerilo, 1-monopentacosanoato de glicerilo, 1- monohexacosanoato y 1-
monooctacosanoato de glicerilo) [52].

En otra investigacion se aislaron las curcubitacinas kinoina A, kinoina B y kinoina
C [53].

En una investigacion farmacologica los extractos de hexano, diclorometano,
metanol y acuoso de la raiz de guareque, se administraron via oral, a las dosis de
150, 300 y 600 mg/Kg/dia en ratones macho knock out de la cepa ICR, sanos e
hiperlipemicos inducidos con tiloxapol (administracion ip: 400 mg/kg) durante 28
dias para determinar su actividad hipolipemiante e hipoglucemiante.

Con respecto a la actividad hipoglucemiante, los extractos de guareque tendieron
a incrementar los niveles de glucosa a las dosis de 300 y 600 mg/kg/dia; sin
embargo fue destacable el efecto toxicologico que mostraron los extractos de
diclorometano, acuoso y metanol ya que los animales presentaron diarrea severa,
deshidratacion, pelo erizado asi como alteraciones en la conducta, espasmos y
dificultad para respirar, incluso algunos presentaron convulsiones y finalmente la
muerte. Los extractos acuoso y metandlico mostraron una letalidad del 37-50% y
del 50-100%, respectivamente.

También se evaluaron las enzimas transaminasa glutamico oxalacética,
transaminasa glutamico pirtvica y fosfatasa alcalina; como indicadores de lesion
hepatocelular, en el que los extractos mostraron un comportamiento segun su
polaridad; los extractos acuosos presentaron una tendencia a disminuir los niveles
de dichas enzimas, mientras que los extractos obtenidos con metanol y
diclorometano tendieron a incrementar estos valores [54].

En otra investigacion se reportd que tanto la preparacién tradicional (extracto
acuoso) y el extracto crudo (jugo) de la raiz de Ibervillea sonorae mostraron el
mismo efecto en reduccion de la glicemia en ratones machos sanos de la cepa
CD-1; tras la administracion via ip. a las dosis de 300 y 600 mg /kg; también se

obtuvo el extracto de diclorometano de la raiz y se administré a ratones macho de
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la cepa CD-1 diabéticos inducidos con aloxan a las dosis de 300 y 600 mg/kg via
ip., lo que produjo una disminucion en los niveles de glucosa, pero también se
presentaron sintomas de hipoglucemia severa incluyendo convulsiones
generalizadas y muerte subsecuente de todos los animales en experimentacion.
En otro estudio el extracto de diclorometano administrado diariamente via oral a la
dosis de 300 mg/kg durante seis semanas en ratas macho (Wistar) diabéticas
inducidas con aloxan, produjo aumento del peso corporal y redujo
significativamente la glucemia, mostrando mejoria en los animales diabéticos en
comparacion con los grupos control [55].

En otro trabajo se obtuvieron cuatro extractos acuosos a partir de la raiz seca de
Ibervillea sonorae por medio de 2 metodos (maceracion e infusion y la
deshidratacion de los extractos se llevd a cabo por 2 procesos, secado por
aspersion y liofilizacién, una vez que se obtuvieron los extractos, se determinaron
las constantes cinéticas (Km y Vmax) del transporte de glucosa en un modelo in
vitro (células gliales de Bergmann, CGB), con el objetivo de elucidar el tipo de
transportador de glucosa presente. Obteniéndose los valores de Km = 5.828 mM y
una Vmax = 42.32 mM, con estos valores con se infirid6 que GLUT-1 es el
transportador implicado en el ingreso de la glucosa a este sistema.

También se determiné el efecto de los extractos en el transporte de glucosa en
CGB para lo cual se utilizaron a las concentraciones de 0.01 a 1% (p/v).

Los extractos obtenidos por liofilizacion infusién liofilizado y maceracion liofilizado
mostraron la mayor actividad con 283.4% y 665.5%; respectivamente a la dosis de
0.01% p/v; mientras que los extractos obtenidos por secado por aspersion infusion
secado por aspersion y maceracion secado por aspersion mostraron actividades
similares con 77% y 99.1%; respectivamente a la dosis de 0.1% p/v.

Por otro lado se determinoé la dosis letal 50, de los extractos en un modelo in vivo,
en ratones de la cepa CD-1 (Mus musculus) para lo cual lo extractos se
administraron a las dosis de 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600 mg/kg via ip; los
extractos se consideraron ligeramente téxicos con los siguientes valores de DLsg:
Infusion secado por aspersion (1140.03 mg/kg), infusién liofilizado (1061.18

mg/kg); maceracion secado por aspersion (1173.02mg/kg) y maceracion liofilizado
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(963.026 mg/kg).

Finalmente para la determinaciéon del efecto hipoglucémico en ratas Wistar sélo
se utilizd el extracto de maceracion liofilizado, considerando su baja toxicidad,
encontrandose que la dosis de 400 mg/kg ejercié el mayor efecto hipoglucémico
en comparacion con las dosis de 100 y 200 mg/kg de peso [56].

En un estudio de toxicidad, el extracto acuoso obtenido a partir del tubérculo de
Ibervillea sonorae obtuvo una DEsy = 4.25 pg/mL; en la linea celular T47D

(carcinoma de mama) [57].

2.7.3. Schinus molle L.

Figura 3. Hojas y frutos de Schinus molle.

Popularmente se conoce con los nombres de arbol de Pert, bolilla, Pert, pirt.
preconcuahuitl (Guerrero); copalquahuitl (Morelos); yag lachi (Oaxaca); ntaka
(Puebla). Su nombre cientifico es Schinus molle L (sinonimia: Guatteria
grandiflora Donn. A.C.Sm.); pertenece a la familia Anacardiaceae [58].

Schinus molle es un arbol perennifolio, de 4 m a 8 m de altura, pero puede
alcanzar hasta los 15 m, con un didametro de 25 cm a 35 cm, de copa redondeada
y abierta. Hojas compuestas, alternas, de 15 cm a 30 cm de largo, colgantes, con
savia lechosa; imparipinnadas, de 15 a 41 foliculos, generalmente apareados.

Tronco nudoso, ramas flexibles, colgantes y abiertas; corteza rugosa, fisurada,

21



color pardo oscuro. Flores en paniculas axilares en las hojas terminales, de 10 a
15 cm de largo, pequefas y numerosas, de color amarillento. El fruto es un drupa
en racimos colgantes, cada uno de 5 mm a 9 mm de diametro, rosados o rojizos,
mesocarpo delgado y resinoso, contiene una o dos semillas. Las semillas poseen
un embrién bien diferenciado que llena toda la cavidad; la testa y endospermo son
delgados [59].

Schinus molle es propio de las regiones célidas y secas de Sudamerica. Vive en
las laderas occidentales de la regioén interandina, vertientes occidentales de los
andes peruanos, en la costa y en los valles. Su limite superior se encuentra en el
centro y sur del Peru alrededor de 3500 msnm., aunque se extiende de Ecuador a
Chile y Bolivia. Ampliamente distribuido en México, en Centroamérica y en el sur
de California y oeste de Texas, en Estados Unidos. En México se ha registrado en
Aguascalientes, Chiapas, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Estado de México, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Leén,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Tlaxcala, Veracruz y

Zacatecas [60].

Todas las partes del arbol son utilizadas en medicina tradicional; las hojas y
corteza son utilizadas como cicatrizantes y astringentes en afecciones diversas de
la piel, y como antiinflamatorias en general y antirreumaticas. La corteza del tronco
produce un exudado resinoso muy aromatico utilizado en el tratamiento de
tumores locales y verrugas. Las bayas desecadas se utilizan como sustitutas de la
pimienta y las hojas como colorante. En América los frutos macerados en almibar
o vinagre se emplean en la preparaciéon de diferentes bebidas para el tratamiento
de procesos inflamatorios, como afecciones reumaticas y patologias inflamatorias
de la piel [61].

La composicién quimica de Schinus molle varia en funcion del érgano o parte de
la planta [62]. Los frutos contienen aceite esencial (3 a 5%) donde predominan
componentes como a- p-felandreno, B-espatuleno, D-limoneno, silvestreno, o- B-
pineno, perillaldehido, carvacrol, mirceno, canfeno, o-etil-fenol, p-cimeno y p-cimol
Las hojas contienen entre 0.2 y 1% de aceite esencial (con predominio de

felandreno y carvacrol), flavonoides (miricetina, quercetina y camperol). Las
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semillas secas contienen aproximadamente un 8% de proteinas y un 10% de
lipidos. Los frutos contienen una oleoresina de la que se han aislado los acidos
isomasticadienonico, isomasticadienonalico, masticadienonico, 3-epi-
isomasticadienolico y 3-epi-isomasticadienolalico [63].

El aceite esencial obtenido a partir de las hojas y los frutos maduros e inmaduros
de Schinus molle se evalu6 a las dosis de 35, 70 y 176 ug/cm? contra B. cereus,
M. luteus, S. aureus resistente a metacilina, S. aureus, E. feacalis, E. coli 0157:H7,
E. coli, S. typhimurium, C. albicans, para determinar su actividad antimicrobiana;
asi mismo fueron probados contra la especie de cucaracha Blatta orientalis L, a
las dosis de 0.025, 0.05 y 0.075 mg/L, para determinar su actividad repelente.

La CMI fue de 2 mg/mL en el caso de E. coli 0157, B. cereus y S. aureus, CMI| de
4 mg/mL para S. aureus y M. Luteus y CMI| de 8 mg/mL para E. coli. El aceite
esencial obtenido de los frutos inmaduros no presento actividad antimicrobiana
significativa, mientras que el aceite obtenido de los frutos maduros produjo una
CMI de 4 mg/mL para E. coli 0157 y de 8 mg/mL para E. coli.

El extracto de hexano obtenido a partir de las hojas mostré una CMI = 0.03 mg/L
para E. coli 0157; mientras que los extractos obtenidos tanto de los frutos maduros
como inmaduros presentaron valores de CMI menores.

La mayor actividad repelente contra las cucarachas adultas la obtuvo el aceite
esencial obtenido de las hojas, mostrando la misma actividad que N,N dietil-m-
toluamida; en ambos casos la actividad parece ser dosis dependiente [64].

En ofra investigacién se evalud la actividad citotéxica del extracto de metanol
obtenido a partir de la corteza y las hojas de Schinus frente a células Hep G2
(carcinoma hepatocelular humano), mostrando una Clsp = 50 mg/mL; el efecto
parece ser dosis dependiente [65]; en dos investigaciones recientes se evaluo la
actividad citotoxica del aceite esencial obtenido de los frutos de Schinus molle
sobre la linea celular de MCF7 (cancer de mama), mostrando una Clso = 54 +/- 10
mg/L [66]. _

El aceite esencial obtenido a partir de las hojas de Schinus molle se evalué contra
la linea celular K562 (humana leucemia) mostrando una DLsy = 78.7 pg/mL [67).

El extracto de hexano obtenido a partir de las hojas de Schinus molle, se evalué
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en el modelo de suspension de la cola en ratones macho de la cepa Swiss a-las
dosis de 30-600 mg/Kg via oral, demostrando una reduccién del tiempo de
inmovilizacion de hasta un 50% a la dosis de 100 mg/kg; el efecto parece
depender de su interaccion con los sistemas serotonérgico, noradrenergico y
dopaminérgico [68]. En otra investigacion el flavonoide rutina aislado del extracto
etandlico de Schinus molle se administré a las dosis de 0.3-10 mg/kg via oral en la
prueba de nado forzado y a las dosis de 0.01-10 mg/kg en la prueba de
suspension de la cola en ratones macho de la cepa Swiss; los resultados
mostraron que la rutina no produjo un efecto significativo en el tiempo de
inmovilizacion en la prueba de nado forzado; sin embargo la rutina administrada a
las dosis de 0.3, 1 y 3 mg/kg disminuyé significativamente el tiempo de
inmovilizacion en la prueba de suspension de la cola en un 30, 22.1 y 32.5%;
respectivamente. Los resultados parecen indicar que la presencia de rutina ejerce
un efecto antidepresivo al incrementar la biodisponibilidad de serotonina y
noradrenalina en la hendidura sinaptica [69].

También, se han demostrado las propiedades relajantes de musculo liso in vitro.
A dosis de 100 mg/mL el extracto diclorometano de las hojas redujo las
contracciones inducidas por serotonina e histamina en utero de rata, y las
contracciones inducidas por acetilcolina en duodeno aislado de rata. A dosis
inferiores (10 mg/mL) el extracto solo fue efectivo frente a contracciones inducidas
por serotonina & histamina [70].

En ofras investigaciones se han determinado las consecuencias de la exposicion
subcrénica de los extractos etandlicos obtenidos a partir de los frutos y las hojas
de Schinus molle en ratones de la cepa CF1; los extractos se agregaror; en la
dieta diaria a razén de 1 g/kg de peso durante 90 dias. El extracto de las hojas
produjo un aumento de la actividad motora en hembras, asi como un aumento de
la cantidad de orina en los machos. Por su parte el extracto de los frutos aumenté
la cantidad de neutrdfilos y redujo la cuenta de linfocitos y los niveles de colesterol
en las hembras [71].

En otro estudio se evaluaron la toxicidad aguda y sub aguda del extracto etandlico

de los frutos de Schinus molle en ratas macho Wistar. Para el ensayo de toxicidad
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aguda el extracto se agregoé a la dieta a razon de 2 g/Kg durante un dia, mientras
que para el ensayo de toxicidad sub aguda el extracto se agrego a la dieta a razon
de 1 g/kg de peso durante 14 dias. Ambos extractos aumentaron el nivel de

excitaciéon de los animales [72].

2.74. Lepidium virginicum L

Figura 4. Flores de Lepidium virginicum

Los nombres comunes por los que se conoce a esta especie son chilacaquilit!
(quelite delgado colorado); ajonjolillo, chilillo, cola de zorrillo, cupapayo, hierba del
pajarito, lentejuela, mastuerzo, pepita, pierna de vieja, verbena; yo- hi (Estado de
México); kuitiski (Michoacan),; mexixi, meshishi, mishishi (Morelos); yuku kue eni,
yuku ndk (Oaxaca). La especie Lepidium virginicum pertenece a la familia
Brassicaceae [73].

Lepidium virginicum es una maleza que mide de 20 a 60 cm de alto, con la
superficie pubescente, hojas basales aserradas, pinatifidas o pinadas; las
superiores lanceoladas o linearlanceoladas, aserradas, flores en racimos
terminales, frutos lenticulares, ovales, de unos 2 mm [74].

Se trata de una especie de habito arvense, comun en bosques de junipero, de
pino-encino y de otras coniferas. Su distribucion abarca Norte y Centroamérica:
Canada, Estados Unidos (principalmente California y Florida), México, Panama y
Guatemala. En México se ha reportado en Aguascalientes, Baja California Norte,
Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito

Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan,
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Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Caxaca, Querétaro, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan [75]. Su rango de altitud,
aunque variable se encuentra preferentemente en zonas soleadas entre los 1800 y
3100 m. La enfermedad para la que se utiliza con mas frecuencia esta planta, es
para la diarrea asi como otros padecimientos digestivos como la disenteria, dolor
de estébmago, flatulencia, célicos gastrointestinales, para "nifios enlechados",
vomito, inflacién de estdomago, indigestion, célicos de bebés (colico del recién
nacido), “abotigamiento”, empacho, amibas, lombrices intestinales y como
purgante. En Quintana Roo y Yucatan se usa exclusivamente cuando se padece
de catarro, asma o tos [75].

A partir de Lepidium virginicum se aislaron los compuestos benciltiocianato y
fenilacetonitrilo [76].

Desde el punto de vista farmacolégico, se ha demostrado que el extracto
metandlico de la planta entera mostré actividad antiprotozoaria contra los
trofozoitos de E. histolytica y de G. lamblia con Clsg = 105.05 y de 61.30 ug/mL,
respectivamente [77].

Recientemente se report6 el aislamiento del glucotropeolina (GlucTP) a partir del
extracto metanodlico de la raiz el cual fue activo contra E. histolytica con
Clsp = 20.39 ug/mL [78].

En otra investigacion, se obtuvo el extracto cloroférmico de las partes aéreas de
Lepidium virginicum y se midié su efecto sobre la contractilidad espontanea de
yeyuno de conejo in vitro, mostrando una Clsg = 316 pg/mL [79].

Se determiné la actividad citotoxica del extracto etandlico de las hojas de
Lepidium virginicum, sobre la linea celular humana de carcinoma de pulmén A549
y se encontré una CCsp> 100 pg/mL [80].

En una investigacion mas reciente se obtuvieron los extractos metanolico y acuoso
a partir de la raiz de Lepidium virginicum y fueron evaluados para determinar su
actividad antiestrés utilizando la prueba de Porsolt (nado forzado). Los extractos
se administraron a las dosis de 1.25 y 12.5 g/kg diariamente durante cinco dias en

ratones de la cepa Swiss; los extractos mostraron la mayor actividad antiestrés a
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la dosis de 1.25 g/Kg reduciendo los tiempos de inmovilizacion hasta en un 50%

con respecto a los grupos control [81].

2.7.5. Rubus coriifolius Focke

Figura 5. Hojas de Rubus coriifolius

Rubus coriifolius es conocida con los nombres de zarzamoras, frambuesas,
“Situni”, “Coatlamiti” y “Makum”. Los indigenas tzetzales conocen a Rubus
coriifolius con los nombres de “MakVm”, Tzajal makum, Pili sat makum y Makum”;
pertenece a la familia Rosaceae.

Rubus coriifolius es una enredadera con tallos de 10 m de largo, sus ramas estan
llenas de espinas, sus hojas son alternadas de cinco hojuelas que se extienden a
lo largo (5 a 10 cm) y ancho (3 a 5 cm) del tallo, sus flores son usualmente
perfectas racemosas, de color blanco o rosa, el fruto esta constituido por
numerosas esferas que nacen de un receptaculo y su color va del rojo al negro, es
oblongo de 2.5 cm de largo y 1 cm de ancho.

Rubus coriifolius se encuentra distribuida desde México hasta Guatemala. En
México se le localiza en los estados de Michoacan, Veracruz, Morelos y Chiapas.
En este ultimo estado la especie crece en las cafadas, en las montafas con clima
lluvioso y en los bosques de pinos en zonas de climas templados a 1500-2400 m
sobre el nivel del mar [82-83].
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Los indigenas tzetzales utilizan la raiz para tratar la diarrea con sangre, la planta
entera contra la diarrea y la hoja contra la tos. La especie se utiliza con menos
frecuencia para el vomito, la debilidad, la infeccion de dientes y garganta [84-85].
Del extracto de las partes aéreas de Rubus coriifolius se han aislado epicatequina,
(+)- catequina, hiperina, nigaichigddiso F1, p-sitosterol 3-O-B-d-glucopiranésido,
acido galico y acido elagico [86].

Estudios farmacologicos del extracto metandlico de Rubus coriifolius han
demostrado sus propiedades antiprotozoarias contra E. histolyticay G. lamblia con
Clso de 72.42 ng/mL y de 77.82 pg/mL, respectivamente [87].

En otra investigacion se obtuvo el extracto metandlico y se evalud para determinar
sus propiedades antiprotozoarias, para lo cual el extracto fue administrado a las
dosis de 1.25-20 mg/kg en ratones hembra de la cepa CD-1 infectados con
trofozoitos de G. lamblia, demostrando una DEsy= 0.506 mg/kg en comparacion a
metronidazol y emetina con DEsp= 0.194 y 0.167 mg/kg, respectivamente [88].

En otra investigacion el compuesto epicatequina aislado a partir de Rubus
demostrd propiedades antiprotozoarias contra G. lamblia con
DEsp= 0.072 umol/kg [89].

Del extracto etandlico de las partes aéreas de Rubus coriifolius se determino su
capacidad de activar macréfagos humanos con produccién de 6xido nitrico,
utilizando la técnica de Greiss; se observé una fuerte estimulaciéon de produccion
de nitritos de hasta un 40%, a concentraciones desde 18 pg del extracto [90].

En otra investigacion se obtuvo el extracto metandlico de las partes aéreas de
Rubus coriifolius y se evalué en el modelo de edema inducido con carragenina
para determinar su actividad antiinflamatoria; el extracto fue administrado a una
dosis de 400 mg/kg via intraperitoneal en ratas macho Sprague Dawley,
demostrando una inhibicién de hasta un 85.8% y el 89.7% en la primera y segunda

fase del edema, respectivamente [91].
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2.7.6. Asparagus setaceus Kunth -

Figura 6. Hojas de Asparagus setaceus

Se conoce popularmente como helecho plumoso, espuma de mar. Su nombre
cientifico es Asparagus setaceus (sinonimia: Asparagopsis setacea Kunth,
Asparagus plumosus Baker, Protasparagus plumosus (Baker) Oberm,
Protasparagus setaceus (Kunth) Oberm.) es una planta de la familia
Asparagaceae.

Es una planta trepadora, perennifolia, de tallo muy ramificado y hojas aciculares
que se ubican en el mismo plano que las ramas laterales, lo cual les da un aspecto

de fronde de helecho. Los frutos son bayas que son tdxicas y no deben comerse.

Es nativa de Africa del Sur, pero en otros lugares se cultiva como planta
ornamental [92].

En la medicina tradicional se utilizan las hojas y la raiz para tratar problemas de
miccion [93].

A partir del extracto metanolico obtenido de las hojas de Asparagus plumosus, se
aislaron tres glucosidos de espirostanol: 1) 3-O-[{a-L-ramnopiranosil (1 — 3)}-5-D-
glucopiranosil]-(25S)-espiro-5-en-3-ol, 2) 3-O-[{a-L-ramnopiranosil (1— 2)} {a-L-
ramnopiranosil (1 — 3)}-4-D-glucopiranosil]-(258S)-espiro-5-en-38-ol y 3) 3-O-[{5-D-
glucopiranosil(1 — 3)} {a-L-ramnopiranosil (1 — 4)}-5-D- glucopiranosil]-(25S)-
espiro-5-en-3p-ol [94].

Desde el punto de vista farmacologico esta especie s6lo ha sido objeto de un

estudio en el que se obtuvo la enzima glicosil transferasa dependiente de UDPG
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(uridina-difosfato-glucosa) a partir de las fracciones membranal y citosdlica de los
brotes de Asparagus plumosus y fue evaluada para determinar su capacidad
catalitica sobre sitosterol y yamogenina en presencia del activador Tritén X-100 a
las dosis de 0.1-0.5 %; encontrandose que el detergente estimulé fuertemente la
actividad de la glicosil transferasa obtenida de la fraccion membranal en el caso de
sitosterol obteniendo el mayor porcentaje de glicosilacién (400%) a la dosis de
0.1 % de triton; por su parte la enzima obtenida a partir de la fraccion citosolica
causo un porcentaje de glicosilaciéon del 200 % a la dosis de 0.1% del detergente.

Las enzimas obtenidas de ambas fracciones no se vieron estimuladas por la

adicién del detergente a ninguna de las dosis, en el caso de yamogenina [95].

2.7.7. Asparagus sprengeri Regel

Figura 7. Frutos de Asparagus sprengeri

Es comunmente denominada esparraguera africana, pertenece a la familia
Asparagaceae. Es una hierba perenne de porte colgante, tallos arqueados (de
hasta 60 cm) y hojas (cladodios) rigidas, aplanadas, lineares y muy mucronadas.
Las flores son muy pequenas, perfumadas, de color blanco o verde y dispuestas
en racimos. Los frutos tienen forma de bayas rojas brillantes y cada una de ellas
tiene una larga semilla negra en su interior [96].

A partir del extracto metandlico obtenido de la raiz de Asparagus sprengeri, se

aislaron cuatro espirostanosidos de diosgenina: 1) 3-O-[8-D-xylo-(1—4)-4-D-
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gluco]-(25R)-espiro-5-en-3p-ol; 2) 3-O-[a-L-ramno-(1—6)-p-Dgluco]-(25R)-espiro-
5-en-34-0l; 3) 3-O-{ [a-L-ramno-(1-2)] [-D-xylo-(1—+4)-p-D-gluco}-(25R)-espiro-5-
en-3p-ol y 4) 3-O-{ [a-L-ramno-(1—2)] [o-L-ramno-(1 —>6)]-ﬁ-f)-gIuco}-(25R)-espiro-
5-en-3p-ol [97], [dos eéspirostandsidos monodesmosidios y un glicésido de
furostanol bisdesmosidico: 1) (25R)-3p-hidroxi-5p-espirostano-12-ona 3-O-{B-D-
glucopiranosil-(1—=2)[ a-L-arabinopiranosil-(1—6)]- p-D-glucopiranésido}; 2)
(25R)-5p-espirostano-3p-ol 3-O-{B-D-glucopiranosil-(1 4 2)-[ a-L-arabinopiranosil-
(1—6)]- p-D-glucopirandsido}; 3) 26-O-B-D-glucopiranosil]-22a-metoxi-(25R)-
furostano-3p,26-diol 3-O-{B-D-glucopiranosil-(1 2)-[ B-D glucopyranoside}, a partir
del extracto metandlico de la raiz [98] y la saponina diosgenina [99].

En una investigacion la planta de Asparagus sprengeri, se evalué para determinar
su capacidad de fitoremediacion en suelos contaminados con arsénico, para lo
cual la planta se colocd en medios hidropénicos, encontrandose que es tolerante a
arsénico con factores de bioacumulacién < 10; sin embargo no fue considerada

una candidata potencial para la fitorremediacion de arsénico [100].

2.7.8. Asparagus densiflorus Myers

Figura 8. Hojas de Asparagus densiflorus Myers

Es comunmente denominada esparraguera de jardin, pertenece a la familia

Asparagaceae. Es una planta perenne de color verde que puede alcanzar los 50
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cm de altura. No soporta las heladas y habita en climas calidos. La variedad
“Myers” presenta largos y finos tallos flexibles de los cuales surgen hojas en forma
de agujas. Cuando llega a la madurez genera flores de color blanco-rosadas,
dando lugar a pequefios frutos redondeados de color rojo. Es originaria del sur de
Africa [101-102].

Esta especie no ha sido objeto de estudio desde el punto de vista fitoquimico;
desde el punto de vista farmacologico la especie sélo ha sido objeto de un estudio
en el cual se evalud su capacidad de resistencia a Fusarium oxysporum, para lo
cual la raiz fue inoculada con el patdgeno y se determiné la muerte de las células
epidérmicas asi como la actividad peroxidasa y la actividad fenilalanina amonio-
liasa como mecanismos de defensa, durante ocho semanas.

A. densiflorus var. Myers, mostré una respuesta hipersensible después de la
inoculacion; a las ocho horas se observd muerte de las células epidermales de la
raiz en un 2-6 % y se incrementd de 9-15% en 24 hrs, no se encontraron hifas
fungicas en las celulas adyacentes a las que ya habian muerto, indicando que la
respuesta hipersensible previene el crecimiento y la esparcion de los patégenos al
tejido sano.

La actividad peroxidasa aumento hasta ocho veces a las ocho horas después de
la inoculacion y disminuyé en un 350% a los 2 dias, a partir del dia tres al catorce
la actividad disminuy6 en un 30%; la actividad fenilalanina amonio liasa aumenté
300% al segundo dia después de la inoculacion y a partir del dia cuatro al catorce
disminuyé en un 50%, lo anterior indica que A. densiflorus var. Myers, es

altamente resistente a la infeccion por Fusarium oxysporum [103].
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3. JUSTIFICACION

Es importante mencionar que en México los estudios quimicos y farmacolégicos
que sustentan cientificamente el uso de las plantas medicinales a las cuales se les
atribuyen propiedades contra el cancer son escasos, de 300 plantas
pertenecientes a 90 familias botanicas, sélo 181 han sido evaluadas
cientificamente, de las cuales 88 extractos han mostrado actividad citotoxica
contra alguna linea celular y sblo 14 han sido evaluados in vivo [104], por lo que
es clara la importancia de la investigacion multidisciplinaria de nuestros recursos
vegetales, en este sentido el presente trabajo propone por una parte determinar el
potencial antitumoral de un grupo de plantas usadas en la medicina tradicional
mexicana con el propésito de aportar evidencias farmacoldgicas que permitan
explicar su uso tradicional, por otra parte seleccionar a la especie mas activa y
realizar su estudio fitoquimico biodirigido y asi contribuir al conocimiento
fitoquimico y farmacolégico de una especie medicinal mexicana.

A partir de esta investigacion se obtendran productos de origen vegetal con
propiedades citotdxicas con potencial para el desarrollo de fitofarmacos y

farmacos que en un futuro ayudaran al control y/o tratamiento del cancer.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios de investigacion bibliografica asi como entrevistas directas a la
comunidad indicaron que las siguientes especies: Hippocratea excelsa, Ibervillea
sonorae, Asparagus setaceus, Asparagus sprengeri, A. densiflorus var. Myers,
Schinus molle, Rubus coriifolius y Lepidium virginicum son utilizadas en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de cancer, estas investigaciones
también nos permitieron saber que los extractos etandlicos y las partes vegetales
propuestas en esta investigacion no han sido objeto de estudio para determinar su
~}- potencial citotoxico,por lo que la presente tesis fue conducida para determinar su
actividad citotoxica y de alguna forma aportar informacioén para validar su uso en la

medicina tradicional.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad citotoxica de los extractos etandlicos obtenidos a partir de
las especies vegetales Hippocratea excelsa, Ibervillea sonorae, Asparagus
setaceus, Asparagus sprengeri, A. densiflorus var. Myers, Schinus molle, Rubus
coriifolius y Lepidium virginicum y, posteriormente realizar un estudio fitoquimico

farmacologico del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Recolectar las especies vegetales Hippocratea excelsa, Ibervillea sonorae,
Asparagus setaceus, Asparagus sprengeri, A. densiflorus var. Myers, Schinus
molle, Rubus coriifolius y Lepidium virginicum.

2. Obtener los extractos etandlicos de las ocho especies seleccionadas.

3. Determinar la citotoxicidad de los extractos obtenidos.

4. En base a los resultados del inciso 3, se procede a realizar el estudio
fitoquimico biodirigido del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle.

5. Llevar a cabo una prueba de toxicidad aguda oral del extracto etandlico de las
hojas de Schinus molle en un modelo murino.

6. Llevar a cabo un analisis de variacion estacional de los flavonoides rutina y
quercitrina presentes en el extracto etandlico de las hojas de Schinus molle, a

lo largo de un ano.

6. HIPOTESIS

Si la informacién bibliografica existente sobre el uso de las especies vegetales
Hippocratea excelsa, Ibervillea sonorae, Asparagus setaceus, Asparagus
sprengeri, A. densiflorus var. Myers, Schinus molle, Rubus coriifolius y Lepidium
virginicum, empleadas en la medicina tradicional en el tratamiento de cancer es
verdadera, asi como su actividad citotdxica contra lineas celulares malignas,

entonces estas especies conduciran al hallazgo de extractos, fracciones y/o
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compuestos puros que mostraran actividad citotéxica in vifro evaluados en la linea
celular U-937 y poco efecto contra los linfocitos humanos, ademas de demostrar

ser inocuos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Recoleccion del Material vegetal

La recoleccion y/o adquisicion de las especies vegetales se hizo en diferentes
partes del Distrito Federal. En todos los casos la parte vegetal corresponde a la
utilizada en las practicas médicas populares; fueron autentificadas por la M. en C.
Abigail Aguilar y se depositaron ejemplares de referencia en la coleccion
etnobotanica del Herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSSM)
(figura 9). '

Figura 9. Herbario IMSSM del Instituto Mexicano del Seguro Social.



7.1.1. Preparacion de los extractos

Los extractos se prepararon a partir de 20 g de material vegetal de cada una de
las ocho especies vegetales seleccionadas, por maceracion con etanol (300 mL x
2 veces x 2 semanas) a temperatura ambiente, los exfractos resultantes se
filtraron y se concentraron en un rotavapor a presién reducida hasta sequedad y
peso constante.

En el caso del andlisis de variacion estacional las hojas de Schinus molle (20 g) se
recolectaron de un solo ejemplar en Centro Médico SXXI de la Ciudad de México
cada dos meses a partir de mayo del 2010 hasta completar un afo; una vez
obtenidos los extractos se almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta el momento

de su uso, (diagrama 1).

20 g de material vegetal

1l

Maceracion con etanol (300 mL x 2 veces x 2 semanas) a

temperatura ambiente

4l

El etanol se elimina a presion reducida hasta

sequedad y peso constante

Il

Refrigeraciéon a 4°C

Diagrama 1. Obtencion de los extractos etandlicos de ocho especies vegetales.

7.2. Ensayo bioldgico

7.2.1. Determinacion de la actividad citotoxica
Cabe mencionar que el ensayo de MTT se utilizé de manera rutinaria tanto en la
evaluacion de los extractos etandlicos, como en el estudio fitoquimico biodirigido
de la especie mas activa (extracto activo, fracciones y compuestos puros).

A continuacion se describen los aspectos mas importantes de la prueba biologica.
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7.2.2. Modelos celulares empleados
En el estudio se emplearon los siguientes modelos celulares:

Linea celular U937: Procede de un linfoma histiocitico difuso de un humano
caucasico [105].

Linfocitos humanos: Los linfocitos se obtuvieron a partir de sangre periférica por
centrifugacion diferencial mediante un gradiente de densidad, con Ficoll-Hypaque
[106].

Ambos modelos celulares se crecieron en medio RPMI-1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10% y 1% de antibiético, en atmdsfera himeda a 37 °C y

5 % de CO,, hasta obtener la confluencia necesaria.

Cuando se obtuvo una confluencia del 80-90% de los cultivos celulares se les
realiz6 un conteo en una camara de Neubauer con azul tripan vol/vol y se

ajustaron a un inéculo de 5x10° células en 10 mL.

7.2.3. Preparacion de los extractos, fracciones y compuestos puros

Se tomaron 5 mg de cada uno de los extractos y se resuspendieron en 1 mL de
DMSO al 2% para tener soluciones stock de concentracion de 5000 pg/mL, las
cuales se diluyeron a una concentracion de 500 pg/mL.

En el caso de las fracciones y compuestos puros se tomaron 2 mg de cada uno y
se resuspendieron en 1 mL de DMSO al 2% para tener soluciones stock de
concentracion de 2000 pg/mL, las cuales se diluyeron a una concentracion de
20 pg/mL; en ambos casos, las soluciones stock se almacenaron protegidas de la

luz en refrigeracion hasta el momento de su uso.
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7.24. Técnicade MTT

El efecto de las extractos, sobre la linea celular U-937 y linfocitos, se midié
mediante el ensayo colorimétrico de MTT, para lo cual se adicionaron 5 x 103
células por pozo en placas de poliestireno de 96 pozos y fondo plano, para cultivos

celulares (Nunc).

A partir de las soluciones stock de cada extracto se adicionaron 1.25, 2.5, 5, 10 y
20 pL/pozo y se aforaron con medio correspondiente hasta llegar a un volumen

final de 200 uL, para obtener concentraciones finales de 3.12, 6.25, 12.5, 25 y 50
pg/mL, por pozo.

En el caso de fracciones y compuestos puros, a partir de las soluciones stock se
adicionaron 1.95, 3.90, 7.81, 15.62, 31.2, 62.5 pL/pozo y se aforaron con medio
correspondiente hasta llegar a un volumen final de 200 ul, para obtener
concentraciones finales de 0.19, 0.39, 0.78, 1.56, 3.12 y 6.25 pg/mL.

Los experimentos se realizaron en atmaésfera al 5 % de CO; y a 37 °C. Luego de
24 h de tratamiento se adicionaron 10 pL/pozo de MTT incluyendo los controles y
al cabo de 4 h en atmésfera al 5 % de CO, y 37 °C, se adicionaron 100 ulL/pozo
de SDS al 10%. Cada experimento se realizé por triplicado [107].

7.2.5. Método estadistico

Con los datos obtenidos al medir la DOs7o se calculé el porcentaje de viabilidad

% viabilidad = 100 H
A

A: valores promedio de DOszg de las células no tratadas

como:

Donde:

B: valores promedio de DOsyq de las células tratadas.



Con los valores porcentuales de viabilidad celular y los de las concentraciones
probadas se emple6 el programa estadistico Excel para Windows para determinar
la concentracion citotéxica cincuenta (CCsp) [108].

Luego, se precis6 el indice de selectividad, definido como la relacion de

citotoxicidad entre células normales y células cancerosas:

|. Selectividad = CCsp (linea celular normal)

CCso (linea tumoral)

El indice de selectividad es > 1 cuando la citotoxicidad para las células tumorales

supera a la citotoxicidad en las células normales [57].

7.3. Preparacion del extracto etandlico de Schinus molle a gran escala
El material vegetal (600 g de las hojas de Schinus molle) se recolecté en Centro
Médico SXXI de la Ciudad de México en mayo del 2010, una muestra de
referencia se deposité en el herbario IMSSM vy fue identificada por la M en C.
Abigail Aguilar (Voucher - 15670).

7.4. Obtencion de los compuestos con actividad citotoxica del extracto

etanolico de las hojas de Schinus molle.

7.4.1. Extraccion de Schinus molle
Se pesaron 600 gramos del material vegetal fresco, fueron cortados vy
posteriormente se extrajeron por maceracion con etanol (4 L x 2 veces x 2
semanas) a temperatura ambiente. El extracto resultante se filtré y se concentro

en un rotavapor a presion reducida, obteniéndose 67 g de un residuo de color

verde.

7.4.2. Fraccionamiento de Schinus molle
Una parte (6.3 g) del extracto etandlico de Schinus molle se sometid a un

fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta, empleando como
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fase estacionaria Gel de silice 600 (0.063-0.200 nm) Merck, los eluyentes
empleados fueron disolventes con aumentos subsecuentes de polaridad
diclorometano (CH.Cl); acetato de etilo (AcoEt) y etanol (EtOH). Se obtuvieron
287 fracciones de 50 mL cada una, las cuales fueron agrupadas de acuerdo a sus
similitudes cromatograficas mediante cromatografia en capa fina (CCF),

obteniéndose 11 fracciones primarias, (tabla 4).

Tabla 4: Resumen del fraccionamiento primario del extracto etandlico obtenido a

partir de las hojas de la especie vegetal Schinus molle.

i Fracciones - Rendimiento
Eluyente Propori:it’)'ri_;i | co‘mb.:ihédas (mg)
l fraccioné'é i ' ‘

: 13 (FP-1) 331

4-10 (FP-2) 354

CH.Cl, 100 1-159 1116 FP3) T
17-33 (FP-4) 1171
34-42 (FP-5) 1753
43-156 (FP-6) 1576

157-181 (FP-7) 429

AcOEt 100 160-198 182-196 (FP-8) 323
197-201 (FP-9) 264

202-246 (FP-10) 891

AcOEtEtOH 80:20 199-287 247.287 (FP11) T

Para la cromatografia en capa fina se utilizaron placas de aluminio (cromatofolios
en aluminio TLC 20 X 20 cm silica gel 60 F254 Merck) y diferentes sistemas de

elusiéon. La composicion de los agentes cromoégenos utilizados se muestra en la
tabla 5 [109].
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Tabla 5. Composicion de los agentes cromogenos utilizados para los analisis-
cromatograficos en capa fina (CCF).

[ Ac. Sulfarico al 5% en eal . rpoi

Vainillina-H2SO4 100 mL. e Fenil

Vainillina 1g propanoides

o fenoles
Tricloruro de aluminio Cloruro de aluminio 5 g

Agua 100 mL Flavonoides
Tricloruro férrico Cloruro de fierro 11l 10 g Principios amargos

Agua 100 mL

Fast blue Fast blue 0.5 g Compuestos fendlicos
Agua 100 mL

En todos los casos antes de revelar con el agente cromégeno se procedid a
visualizar las placas con luz U.V. con ayuda de una lampara modelo UV gL-58 a
longitudes de onda de 254 y 365 nm.

7.4.3. ldentificacion de los compuestos responsables de la citotoxicidad

7.4.4. Purificacion de rutina y quercitrina
Las fracciones FP-8 y FP-10 se purificaron mediante cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR), para lo cual 10 mg de cada una de las fracciones se
resuspendieron en 10 mL de metanol (MetOH) grado cromatografico y se
inyectaron 20 pl al cromatografo de liquidos Waters 2795. Binary LC Pump,
equipado con un detector de UV (Waters 996) con arreglo de diodos, vy
automuestrador. Se empleé una columna de fase reversa Kromasil C18 (150 mm x
46 mm x 5 um) y la temperatura fue de 25 °C; como fase mévil se empled una
mezcla de acetonitrilo: ac. acético glacial, el método empleado fue de gradiente,
con un flujo de 0.4 mL/min, la deteccién se realizé a 254 nm y el tiempo total de

elucion fue de 60 min, (tabla 6).
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El control del equipo, la adquisicion de los datos, el procesamiento y la
manipulacion de la informacién se realizaron utilizando el programa Millenium.

En un analisis comparativo por CLAR con los estandares respectivos; se logré la
identificacién de dos flavonoides: rutina (9) y quercitrina (10) con tiempos de
retencion y espectros U.V. totalmente superpuestos (ANEXO 1).

En el caso del ensayo de variacion estacional se tomaron 20 mg de cada uno de
los extractos, se resuspendieron en 10 mL de MetOH grado cromatogréafico y se
procedi6 a inyectar 20 uL al cromatégrafo, en las condiciones que se muestran en
la tabla 6.

Tabla 6: Sistema de elucion utilizado en la CLAR para separar las fracciones FP-8

y FP-10 y analisis de las muestras de variacion estacional.

7.5. Estudio de toxicidad aguda oral del extracto etandlico de las hojas
de Schinus molle.
El estudio de toxicidad, asi como el cuidado y el manejo de los animales se llevé a
cabo de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999 [110,111].
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7.5.1. Animales de laboratorio
Se emplearon ratas Sprague Dawley; de ambos sexos, con peso corporal entre
150 y 200 g, a los cuales se les retiré la comida 16 h antes de la administracion.
Todos procedentes del Bioterio del IMSS (CMNSXXI).
Los animales se mantuvieron en una sala con temperatura controlada de 22+ 2°C

y ciclos luz-oscuridad de 12/12 horas, se colocaron 3 animales por jaula.

7.5.2. Dosificacion de los extractos

Se tuvieron tres grupos de tratamiento y un grupo control (n= 6); 3 hembras y 3
machos a razén de 6 animales por grupo y se administraron 3 dosis: 0.5 g/Kg,
1g/Kgy 2 g/Kg.

Se realizé una Unica administracion por via oral mediante canula intragastrica,
para lo cual el extracto crudo se resuspendié en 1 mL de DMSO al 2%. Se registro
el peso corporal asi como la ingesta de alimento y agua diaria, los animales
permanecieron en observacion durante 14 dias, al cabo de los cuales se
sacrificaron mediante dislocacién cervical, se realizd una observacion
macroscopica y la determinacion del peso de érganos: corazén, rifion, higado,

intestino delgado, intestino grueso, pulmones. [110].
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8. RESULTADOS

En la tabla siete se muestran los resultados de CCsy evaluados en la linea celular

U-937, linfocitos humanos e indice de selectividad de los 13 extractos etandlicos

estudiados.

Tabla 7. CCs de los extractos etandlicos de las ocho especies vegetales.

129

| | _0.95
I N N
T i

|
|

B = Bulbo, C = Corteza, PA = Partes aéreas, R = Raiz

Las cifras son el promedio de experimentos por triplicado.
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En la tabla ocho se muestran los resultados de CCso evaluados en la linea celular

U-937, linfocitos humanos e indice de selectividad del fraccionamiento primario.

Tabla 8. CCso de las 11 fracciones primarias obtenidas del extracto etandlico de
Schinus molle (PA).

En la tabla 9 se muestran los resultados de CCsy evaluados en la linea celular
U-937, linfocitos humanos e indice de selectividad de los compuestos puros

obtenidos a partir de Schinus molle.

Tabla 9. CCsp de los compuestos puros obtenidos del extracto etandlico de
Schinus molle (PA).
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En la tabla 10 se muestran los pesos corporales de ratas macho, después de la

administracion intragastrica del extracto etanolico de Schinus molle (PA).

Tabla 10. Pesos corporales de ratas macho, después de una unica administracion

intragastrica de diferentes dosis del extracto etandlico de las hojas de Schinus

molle, al término de 14 dias de observacion.

lIl 9130+882 8100+1559 8967+539 8767+839

-10590+1100 9183+1762 9800+781 10247+562
-114.07111.11 98.90i18.37 100.30i6.88 90.77i9.35

-12120+1003 101.03 + 19.10 11173+834 11873+569
\I|12767+781 111.40 + 21.88 11863+817 12573+588

-12573+866 11880+2294 12277+815 1317?+368
I’ 144.6t11.07 129.33i25.55 136.37i7.16 142.1715.71

148.33 + 10.71 126.37t24.52 140.00i5.83 146.60i3.32
- 157.70+12.41 | 156.03+4.30 | 13847+590 | 15540095 |
|I| 16397+1171 14573+2700 15490+505 16083+397

-174o7+1121 15210+2357 16500+492 16777+609
- 179.373512.14 158.33i20.76 174.27i4.46 159.53¢5.75

188.57 + 12.94 159.97 +20.52 181.97 +4.46 179.43 +6.41

19463+11.75 | 169.93+2171 | 190.73+564 | 188.33+855
190+11.13 | 17866+21.39 | 198.00+7.40 | 199.30 +8.90
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En la tabla 11 se muestran los pesos corporales de ratas hembra, después de la
administracion intragastrica de diferentes dosis del extracto etandlico de Schinus
molle (PA).

Tabla 11. Pesos corporales de ratas hembra, después de una Unica administracion
intragastrica del extracto etanolico de las hojas de Schinus molle, al término de 14

dias de observacion.
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En la tabla 12 se muestran los pesos de los érganos de ratas macho, después de
la administracion intragastrica de diferentes dosis del extracto etandlico de
Schinus molle (PA).

Tabla 12. Pesos de los o¢rganos de ratas macho, después de una (nica
administracion intragastrica del extracto etandlico de las hojas de

Schinus molle, al término de 14 dias de observacion.

n=3
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En la tabla 13 se muestran los pesos de los érganos de ratas hembra, después de

la administracioén intragastrica del extracto etanodlico de Schinus molle (PA).

Tabla 13. Pesos de los o6rganos de ratas hembra, después de una Unica

administracion intragastrica de diferentes dosis del extracto etandlico de las hojas

de Schinus molle, al término de 14 dias de observacion.

| R e L o)

1.50 + 0.00 1.52 + 0.04 1.51 + 0.02 1.50 + 0.00
1.50 + 0.01 1.50 + 0.01 163+0.12 1.54 + 0.06
3

n=

50



En la tabla 14 se muestran los resultados de variacion estacional.

Tabla 14. Variacion de la concentracion de los flavonoides rutina y quercitrina

presentes en el extracto etandlico de Schinus molle (PA), a lo largo de un afio.

(Extracto a 06/05/10

gran escala)

19/07/10

20/09/10
19/11/10 2.16

20/01/11 2.24 28.13
18/03/11 2.87 37.62
\ 09/05/11 2.50 38.35
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio se llevé a cabo en tres fases, en la primera fase se determiné
la CCsp de 13 extractos etandlicos provenientes de ocho especies vegetales
(Hippocratea excelsa, Ibervillea sonorae, Asparagus setaceus, Asparagus
sprengeri, A. densiflorus var. Myers, Schinus molle, Rubus coriifolius y Lepidium
virginicum). Se encontré que seis extractos presentaron CCsg en el rango de 100-
200 pg/mL, al no haber diferencias entre ellos se procedio a determinar la CCsg en
linfocitos humanos y a calcular el indice de selectividad, tomando este Gltimo como
un criterio para seleccionar al extracto de Schinus molle (PA), para'llevar a cabo
su estudio fitoquimico biodirigido. De este se identificaron dos compuestos: rutina
(9) y quercitrina (10), los cuales mostraron actividad citotéxica similar e indices de
selectividad de 1.02 y 1.22; respectivamente.

En la segunda etapa de la investigacion se procedié a determinar la toxicidad del
extracto etandlico de Schinus molle (PA), en un modelo murino, resultando no ser
toxico a las dosis de 0.5, 1y 2 g/Kg.

En la ultima etapa de la investigacion se llevé a cabo un estudio de variacion
quimica estacional de los flavonoides rutina y quercitrina presentes en el extracto
etandlico de las hojas de Schinus molle, el cual demostré que la maxima
concentracién se obtuvo en el mes de noviembre del 2010 en el caso de rutina y
enero del 2011 para quercitrina.

A partir del material vegetal de las ocho especies vegetales se prepararon los
extractos en pequena escala, utilizando etanol como disolvente de extraccion. A
los extractos obtenidos se les determind la CCsy en la linea celular U-937
(tabla 7).

Las dosis probadas fueron seleccionadas mediante experimentos reportados en la
literatura en los que se ha demostrado que los extractos crudos presentan efecto
citotoxico en el rango de 4 a 50 pg/mL [112].

La actividad citotoxica mostrada para los extractos evai.uados se presenta en la
tabla 7, los valores se expresan en pg/mL y fueron evaluados a las dosis de
3.12 pg/mL hasta 500 pg/mL.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, las especies evaluadas se dividieron en
dos grupos: El grupo 1, constituido por aquellas plantas en las que la CCsg esta en
el rango de 100 a 200 pg/mL, este grupo incluye a las especies: Asparagus
setaceus (PA), Hippocratea excelsa (C), Rubus coriifolius (PA), Schinus molle
(PA), Asparagus setaceus (R), A. densiflorus var. Myers (R) y A. sprengeri (B); con
129, 140, 166, 172, 182, 190 y 192 ng/mL, respectivamente (gréafica 5).

[ CCH0 U-937
1 CCH0 linfocitos

CCu[pgimL]

Grafica 5. Actividad citotoxica de los extractos comprendidos en el grupo 1.

En el segundo grupo estan aquellas especies cuya CCsp esta en el rango de 200 a
400 pg/mL; incluye a las especies /bervillea sonorae (B), A. sprengeri (R), A.
densiflorus var. Myers (PA), A. sprengeri (PA), Lepidium virginicum (PA), A.
densiflorus var. Myers (B) con 211, 216, 250, 310, 352 y 471 png/mL,
respectivamente.

Al no haber diferencias en las especies comprendidas en el grupo 1; se procedi6 a
determinar la CCsg en linfocitos humanos y asi calcular el indice de selectividad y
tomarlo como un parametro para seleccionar a la especie mas activa y llevar a

cabo su estudio fitoquimico biodirigido.
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Como se observa en los resultados de la tabla 7 y la grafica 6, el extracto etanélico
de Schinus molle (PA) obtuvo el mayor indice de selectividad, por lo que la
especie vegetal fue seleccionada para realizar su estudio fitoquimico biodirigido,

con el objetivo de identificar los compuestos con propiedades citotoxicas.

1,6 -
14

1.2

0.8 -

Indice de seleclividad

Grafica 6. indice de selectividad de los extractos comprendidos en el grupo 1.

A partir de las hojas de Schinus molle se prepard el extracto etandlico a gran
escala mediante maceracion y fue sometido a un fraccionamiento primario
mediante cromatografia en columna abierta utilizando diferentes sistemas de
elusion; obteniéndose 287 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se agruparon
de acuerdo a su similitud cromatografica en 11 fracciones primarias (tabla 7).

Las 11 fracciones resultantes se sometieron al ensayo biolégico para determinar
su citotoxicidad, (tabla 8).

Los resultados indican que las fracciones primarias FP-1, FP-5, FP-6, FP-8 y
FP-11 presentaron valores de CCs, comprendidos en el rango de 9 a 10 ug/mL
(grafica 7).
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Grafica 7. Actividad citotoxica de las fracciones primarias.

Al no haber diferencias entre ellas, se procedid nuevamente a determinar la CCsp
en linfocitos humanos y el indice de selectividad para poder elegir una o alguna de

ellas para continuar con la purificacién (tabla 8, grafica 8).
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Grafica 8. Indice de selectividad de las fracciones primarias.
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Como se observa en la tabla 8 y grafica 8; de las 11 fracciones obtenidas las
fracciones primarias FP-1, FP-5, FP-6, FP-8 y FP-10 obtuvieron el mayor indice de
selectividad (1.59, 1.31, 1.19, 1.08 y 1.17, respectivamente).

Las fracciones FP-8 y FP-10 se purificaron mediante CLAR (tabla 9)
identificdndose rutina (9) y quercitrina (10), con CCso de 10 pug/mL e indices de

selectividad de 1.02 y 1.22, respectivamente. (tabla 9, cuadro 3).

Cuadro 3. Flavonoides identificados en el extracto etandlico de las hojas de
S. molle.

Rutina (9) Quercitrina (10)

Como parte de esta investigacion, también se evalto la toxicidad aguda oral del
extracto etandlico de Schinus molle (PA), demostrando que durante los 14 dias que
durd la prueba no se presenté mortalidad, ni hubo aparicion de signos téxicos
posteriores a la administracion del extracto aun a la dosis mas alta (2000 mg/kg).

No se mostraron diferencias significativas en los pesos corporales de las ratas macho
y hembra al término de 14 dias de observacion después de la administracion

intragastrica del extracto etandlico de Schinus molle (PA). (tablas 10y 11).
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Con respecto a los pesos de los 6rganos en ratas macho los 6rganos: i. Delgado,
y estdmago presentaron diferencias significativas respecto al grupo control;
mientras que los demas 6rganos, no mostraron diferencias significativas (tabla 12).
En el caso de los pesos de los 6rganos de ratas hembra, ninguno de los grupos
tratados mostro diferencias significativas con respecto al grupo control (tabla 13).
En la necropsia no se detecté ninguna alteracion macroscopica de los 6rganos
examinados.

A pesar de las diferencias en los pesos de los 6rganos de las ratas macho, el
extracto etandlico de Schinus molle (PA), se enmarca en la categoria de no
clasificado, ya que no se presenté mortandad aln a la dosis de 2 g/kg [110 ].

Cabe mencionar que ya se ha llevado a cabo una investigacion para determinar la
toxicidad subcrénica del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle, en la
que el extracto fue administrado en ratones a una dosis de 1 g/Kg y mediante una
bateria observacional se encontré6 que el extracto produce un aumento de la
actividad motora en ratones hembras y un aumento en la cantidad de orina en los
ratones machos [71], sin embargo al igual que en esta investigacion se concluye
que el extracto no es téxico a la dosis probada.

A pesar de los resultados encontrados se recomienda que en investigaciones
futuras se realicen analisis de bioquimica sérica y urinaria, hematologia y estudios
histolégicos para determinar alteraciones que pudieran resultar de la
administracion del extracto etanélico de las hojas de Schinus molle.

En la dltima etapa de esta investigacion se determiné el contenido de los
flavonoides rutina y quercitrina presentes en el extracto etandlico de Schinus molle
(PA); para lo cual el material vegetal se recolecto cada dos meses durante un afo
(tabla 14). Los resultados indican que el contenido de rutina aumenté de 24.47 a
54.43 pg/mL en los meses de mayo a noviembre del 2010, siendo la concentracion
mas alta la correspondiente al mes de noviembre, sin embargo al empezar el ano
2011 el contenido de rutina disminuyd y a partir de marzo volvié a presentar un

comportamiento ascendente.
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Por su parte, la quercitrina se encontro en menores concentraciones, las cuales
fueron bastante estables durante todo el afo. La mayor concentracion es la

correspondiente al mes de enero del 2011 (grafica 9).
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Grafica 9. Variacion en el contenido de los flavonoides rutina y quercitrina

presentes en el extracto etandlico de Schinus molle (PA) en el ciclo de un afio.
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10.CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de las especies: Asparagus setaceus (PA),
Hippocratea excelsa (C), Rubus coriifolius (PA), Schinus molle (PA),
Asparagus setaceus (R), A. densiflorus var. Myers (R) y A. sprengeri (B),
presentaron la mayor actividad citotoxica, sin embargo se seleccind el
extracto etandlico de Schinus molle (PA) ya que obtuvo el mayor

selectividad.

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto etandlico de Schinus molle
(PA) permitio la identificacion de dos compuestos de tipo flavonoide: rutina
(9) y quercitrina (10).

Los flavonoides rutina y quercitrina presentaron actividad citotoxica similar
y quercitrina obtuvo la mayor selectividad.

En la prueba de toxicidad aguda oral, no se presenté mortalidad durante
los 14 dias que duro la prueba, a pesar de la variacion en los pesos de los
organos de ratas macho, el extracto se enmarcé en la categoria de no
clasificado.

El analisis de variacion estacional permitio determinar el porcentaje de la
composicion de los flavonoides rutina y quercitrina procedentes de las
partes aéreas de Schinus molle a lo largo de un afo; siendo los meses de
noviembre del 2010 y enero del 2011, en los que se obtuvo el mayor

contenido de rutina y quercitrina, respectivamente.

Las actividades ya demostradas para el extracto etandlico en conjunto con
la actividad citotoxica, analisis de toxicidad y variacion estacional
demostradas en este estudio son evidencia farmacologica y fitoquimica
que permite explicar el uso de las hojas de Schinus molle en el tratamiento
de cancer y proponerla como una candidata importante para la obtencién

de compuestos con utilidad terapéutica.
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ANEXO. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

A.1. ldentificaciéon de rutina
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Cromatograma del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle.
(Pico de rutina en 33.07 min).
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Cromatograma del estandar de rutina Sigma, tiempo de retencion 33.26 min.
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Espectros UV de rutina.
Extracto etandlico de las hojas de Schinus molle en rojo.
Estandar de rutina Sigma en verde.
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A.1.1. |dentificacion quercitrina.
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Cromatograma del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle.
(Pico de quercitrina en 35.78 min).
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Espectros UV de quercitrina.

Extracto etandlico de las hojas de Schinus molle en rojo.
Estandar de quercitrina Sigma en azul.
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