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Resumen

Las enfermedades cronicas no trasmisibles generan anualmente un 63 % de defunciones
y estas se concentran en paises con bajo ingreso per capita. El cancer se considera una
enfermedad cronico-degenerativa, con mayor incidencia en adultos no tratado
adecuadamente, puede conllevar a la muerte. El origen del cancer es multifactorial,
influyen factores ambientales y genéticos, su tratamiento terapéutico puede ser con

cirugia, radiacion o quimioterapia.

La farmacoterapia actual contra el cancer causa efectos secundarios y reacciones graves
en los pacientes y su efectividad no siempre es al cien por ciento, también existen ciertos
tipos de cancer que desarrollan resistencia a la accion farmacoldgica. Por lo que, se hace
necesaria la busqueda de nuevas moléculas con actividad anticancerigena que generen
tratamientos alternativos. Las plantas usadas en la medicina tradicional son una fuente
importante de moléculas con actividad farmacoldgica, por lo que el propdsito de este
trabajo fue evaluar la actividad citotoxica de los extractos cloroférmico y metandlico de

Cuphea aequipetala y Verbena carolina.

Se evaluo el efecto citotoxico mediante el ensayo de viabilidad por el método de reduccion
metabdlica de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) de los
extractos cloroférmico y metandlico de las plantas en estudio, a concentraciones de 6.25
a 200 pg/mL sobre las lineas celulares C6, DU-145, Hela, SK-LU-1 y SW620, los
resultados mostraron que los extractos cloroférmicos de ambas plantas presentan un
mayor efecto citotdxico celular a bajas concentraciones, en comparacion con los

extractos metandlicos.

El mayor efecto citotdxico se encontrd en los extractos cloroformicos de ambas plantas,
en el caso de V. carolina, se logré aislar un sdlido cristalino en la fraccién No. 5 (85 %
Hexano — 15 % AcOEt) el cual fue analizado mediante IR, RMN y CG/EM logrando asi
determinar su estructura como B-sitosterol, este compuesto no habia sido reportado en
esta planta, asi mismo, se observé que el precipitado de la fraccion 10 de V. carolina se
observo que posee una excelente actividad citotdxica, por lo que es necesario determinar

su estructura.
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1.- Introduccion

Las enfermedades cronicas no trasmisibles suman anualmente 16 millones de
defunciones en humanos, estas se concentran en paises con bajo presupuesto
econémico (OMS, 2017).

Una definicion clinica del cancer la define como un conjunto de enfermedades
caracterizadas por crecimiento celular no regulado, que conduce a la invasion de los
tejidos circundantes y propagacion (metastasis) a otras partes del cuerpo (King, 2006), si
no es tratado adecuadamente puede llevar a la muerte (Society American Cancer, 2018).
La metastasis es la causa del 90 % de las muertes por esta enfermedad (Valdespino,
2014).

Las caracteristicas de este padecimiento son que el cancer se ha tornado una de las
enfermedades mas mortales y dificiles de tratar. Al analizar las causas, se tiene que los
principales agentes cancerigenos son fisicos, quimicos y bioldgicos; y la suma de estos
a los factores ambientales y genéticos aumentan la posibilidad de desarrollar cancer
(OMS, 2014). El tratamiento comun para el cancer es mediante cirugia, radiacion o
quimioterapia (Society American Cancer, 2018). El desarrollo cientifico y tecnolégico esta
en la busqueda de mejores tratamientos contra el cancer, que puedan ser dirigidos y mas

especificos (Quackenbush, 2006).

Como alternativa, la medicina tradicional representa una opcion en la busqueda de
nuevos tratamientos para combatir el cancer, los cuales podrian ser de menor costo y sin
las repercusiones del uso de medicamentos radioactivos, o con menor cantidad de
efectos secundarios. La medicina herbolaria es ampliamente utilizada por la poblacién de
México y del mundo considerando que las plantas son una fuente importante de

moléculas bioldégicamente activas y que pueden ayudar a combatir el cancer.

En la busqueda de alternativas terapéuticas a los tratamientos y medicamentos
existentes en el mercado, en el presente trabajo se estudié el efecto citotéxico de los
extractos cloroformico y metandlico de Cuphea aequipetala y Verbena Carolina, sobre
lineas celulares cancerigenas, dado que el uso de técnicas in vitro, es una alternativa al
uso de animales de laboratorio, brinda resultados en menores tiempos en comparacion

con modelos animales y da un acercamiento a los posibles efectos en pruebas in vivo.
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Las lineas celulares utilizadas fueron, HeLa que corresponden a células humanas
epiteliales de cuello uterino, DU-145 células epiteliales humanas de prostata, derivadas
de metastasis cerebral; SK-LU-1 son células epiteliales humanas de pulmén, SW620
células epiteliales humanas provenientes de colon, y se utilizdé la linea celular C6
fibroblastos murinos de cerebro, con el fin de establecer un panorama frente a los
distintos tipos de cancer que afectan mayormente a la poblacion (Secretaria de Salud,
2018), cancer de mama, de préstata y cervicouterino, asi como en menor proporcion el
cancer de colon y pulmén. El propésito de este trabajo fue determinar la actividad
citotoxica de los extractos mediante la evaluacién de la viabilidad celular por el ensayo
de MTT y realizar la separacion biodirigida para tratar de aislar, identificar y caracterizar

el o los componentes presentes en estos.

2.- Marco teédrico

El cancer es una de las enfermedades con mayor mortalidad en el mundo 9.6 millones
de muertas en el ano 2018, ubicandose entre los primeros lugares de incidencia, el cancer
de pulmén, de mama y de préstata, los tratamientos actuales son invasivos, causan dafio
al organismo, disminuyen la calidad de vida y en algunos casos son poco eficientes en
estadios avanzados de la enfermedad. (International Agency for Research on Cancer,
2018)

Es por esta situacion que se buscan nuevas moléculas que posean actividad
farmacoldgica y brinden nuevas posibilidades de tratamientos, que sean menos agresivas
con el organismo del paciente, accesibles a la poblacion y de facil produccién, una opcion

para la obtencion de estas moléculas son las plantas.

A lo largo de la historia, se tienen registros del uso de las plantas como medicina para
diversos padecimientos, ejemplo de esto es la Biblia, en ella estan descritas al menos
200 plantas medicinales y sus aplicaciones, el papiro de Ebers, el cual tiene al menos

3,500 arios describe enfermedades y tratamientos a base de plantas (Dominguez, 1979).

El estudio de las plantas medicinales involucra trabajo de campo, el acercamiento con
las personas que tienen conocimiento sobre las especies vegetales utilizadas para el

tratamiento de enfermedades, es crucial, ya que nos permite obtener el material de

15




estudio y derivado de las entrevistas, se obtiene informacién clave, para poder visualizar
un probable método de extraccidn para los posibles compuestos activos de las especies

vegetales.

Las plantas poseen metabolitos secundarios, los cuales son substancias que pueden
tener un efecto terapéutico para el ser humano, estos metabolitos también reciben el
nombre de constituyentes quimicos, los cuales pueden ser inertes, aquellos que solo
brindan aromas, colores o sabores, mientras que los activos son aquellos que poseen
actividad farmacoldgica y son responsables de efectos terapéuticos, por lo cual deben

extraerse y purificarse (Valencia Ortiz, 1995).

2.1.- ;Qué es el cancer?

Cualquier crecimiento tisular producido por células anormales y con la capacidad de
extenderse a otros tejidos es considerado un cancer, (Society American Cancer, 2018) la
teoria genética, propone que las mutaciones en el genoma del individuo, son las que
ocasionan la enfermedad, a diferencia de la teoria epigenética sugiere que las
alteraciones metabdlicas son las causantes de inducir la expresion de genes que originan
el cancer (Boticario y Angosto, 2008). Se sabe que es una enfermedad genética, ya que
puede ser rastreada hasta partes muy especificas en los genes en el individuo sin
embargo, en la mayor parte de los casos la enfermedad no es heredada, ya que las
mutaciones surgen principalmente en las células somaticas del sujeto afectado, estas
alteraciones producen células con crecimientos totalmente descontrolados, los cuales
producen tumores o formaciones celulares irregulares, estas afectan tejidos circundantes

y ocasionando un mayor deterioro en el organismo (Karp, 2011).

Los canceres son considerados crecimientos clonales, debido a que todas las células
derivan de una sola célula ancestral, el tumor primario siempre comienza de esta unica
célula y llegara el momento en el cual alguna o algunas células escaparan y viajaran a
través de la sangre o la linfa, produciendo la contaminacion de otros tejidos en el paciente,

produciéndose la metastasis (Boticario y Angosto, 2008).
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Las celulas cancerosas, tienes caracteristicas muy distintivas en comparacion con las
células normales que componen el organismo humano (Hanahan y Weinberg, 2011), las

cuales son:

Mantenimiento de la sefializacion proliferativa.
Evasion de supresores del crecimiento.
Resistencia a la muerte celular.

Inmortalidad replicativa.

Induccidn de la angiogénesis.

Activacion de la invasion y la metastasis.

La reprogramacion del metabolismo energético

© N o a bk~ w b=

La evasion del sistema inmune.

Las células no cancerosas tienen una excelente regulacién en cuanto a sus mecanismos
de crecimiento, asegurando de esta forma, una homeostasis celular en tiempo y forma,
lo cual conlleva una correcta estructura, cantidad y funcion de tejidos normales, mientras
que las células cancerosas se vuelven sus propios jefes y duefios de esta regulacion,
estas sefiales son transmitidas por factores de crecimiento, los cuales en su mayoria son
sustancias de tipo proteica que conllevan funciones de suma importancia en la célula,
como la comunicacién intracelular y el ciclo celular, esto mediante el abandono de la
quiescencia celular (G0) y la entrada a la fase (G1); Los cuales se unen a receptores en
la membrana celular, que en su mayoria contienen dominios de tirosina-cinasa
intracelular, estos se encargan de emitir sefiales a través de vias de senalizacion
intracelular y asi aumentar su crecimiento, alterando de igual forma su supervivencia

celular y el metabolismo energético (Wertz, 2010).

Las células cancerosas pueden adquirir la capacidad de producir sus propios ligandos de
factor de crecimiento, controlando de forma autocrina su crecimiento, de igual forma
pueden enviar sefales para estimular a células vecinas no cancerosas y de esta forma
obtener factores de crecimiento, otra forma es elevando la cantidad de receptores en la
membrana celular para poder captar factores de crecimiento en mayor medida (Lipinski,
1999).
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2.2.- El cancer en el mundo

La agencia internacional para la investigacion en cancer, indica que uno de cada cinco
hombres y una de cada seis mujeres, desarrollaran cancer en alguna etapa de su vida,
asi mismo uno de cada ocho hombres y una de cada once mujeres moriran por esta

afeccion (International Agency for Research on Cancer, 2018).

Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) identifica que, a nivel mundial en
2017, los tumores malignos de pulmén, prostata, colorrectal, estbmago e higado son los
mas comunes entre los varones, mientras que en las mujeres son los de mama, pulmoén,

cuello del utero y estbmago (OMS, 2017)

A nivel mundial, 63 % de las muertes anuales son causadas por enfermedades no
transmisibles (ENT) que son crdnicas y progresan lentamente; los tipos principales de
ENT son: las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades respiratorias crénicas,
la diabetes y el cancer, que juntas causan aproximadamente 38 millones de defunciones
al ano de las cuales 75 % se concentran en paises de bajos y medios ingresos per capita
(OMS, 2017).

2.3.- El cancer en México

En México el cancer es la tercera causa de muerte, fallecen por esta enfermedad 14 de
cada 100 mexicanos y la expectativa de vida de quienes la padecen es de alrededor de
63 afos (Secretaria de Salud, 2018).

Durante el foro Cancer, Desafios en México y América Latina se indicé que los tumores
malignos mas frecuentes en México son: el cancer de mama, con 20 mil casos, 14 mil de
préstata y cervicouterino, y mas de 8 mil casos de colon y pulmén (Secretaria de Salud,
2018), coincidiendo con las estadisticas reportadas a nivel mundial, al ser un problema
que afecta a una parte importante de la sociedad; el desarrollo de tratamientos ha ido
evolucionando y permitiendo que los pacientes tengan una mejor sobrevida ante esta

enfermedad.
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2.4.- Causas del cancer

El organismo humano tiene la capacidad de lidiar con constantes mutaciones en el
genoma, estas mutaciones son normales hasta cierto punto y su origen es debido a
diversas situaciones a las que se ve expuesto el individuo en su dia a dia, ejemplo de
esto es la comida que ingiere, la radiacion del sol al cual se expone, la exposicion a los
equipos de su quehacer diario como celulares, hornos de microondas o radiaciones

naturales como al volar en un avion.
Estas capacidades del organismo son: (Boticario y Angosto, 2008).

e La capacidad replicativa finita de las células, lo cual permite que estas siempre
mantengan un numero bien controlado y evitar formaciones de tumores.

e La gran cantidad de sistemas de deteccion y reparacion de material genético
danado.

e La apoptosis o0 muerte celular programada.

e La eficacia de nuestro sistema inmune para detectar y erradicar la formacion de

tumores.

Cuando ocurre un desajuste en la célula, principalmente durante el proceso de division y
crecimiento se tendra como repercusion el surgimiento de cancer en el organismo con
esta condicion, si las células, se dividen demasiado rapido y antes de haber logrado su
tamano ideal, las células seran demasiado pequefas como para funcionar
correctamente, por otra parte si estas no se dividen a un buen ritmo y alcanzan un tamafio
superior al idoneo de igual forma operaran de forma incorrecta y por ende existira una

baja produccién celular (Lodish, 2016).

En la mayoria de los casos el cancer no es heredado, mas bien las mutaciones ocurren
a nivel somatico en la célula del individuo con la afectacion ya sea en el ciclo celular o en
los procesos de regulacion, estas mutaciones son de origen multifactorial, se desconoce

aun cual puede ser la causa detonante para esta afeccion.

La investigacion en oncogenes ha permitido determinar que todos los canceres provienen
de la acumulacién de mutaciones en el genoma del individuo, los cuales controlan la

proliferacion celular, la diferenciacion y la muerte celular, a la vez, estos procesos se
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agrupan en oncogenes Yy genes supresores de tumores, estas mutaciones son

multifactoriales y variaran entre individuos (Boticario y Angosto, 2008).

El cancer es causado mayormente por factores externos, tales como el tabaco,
organismos infecciosos, dieta poco saludable y factores internos del organismo, tales

como mutaciones genéticas, hormonas, y condiciones inmunes.

Estos factores pueden actuar juntos o en secuencia para producir cancer. Diez afios o
mas pueden transcurrir entre la exposicion a los factores externos y la deteccion del
cancer (Society American Cancer, 2018). Por el contrario, existen diferentes tipos de
cancer, los cuales requieren de solo algunos meses para presentar sintomatologias
clinicas en el paciente, por lo cual el tiempo es totalmente aleatorio cuando de cancer se

trata.

Se calcula que el consumo de tabaco se relaciona con 20 % de las muertes por cancer a
nivel mundial, por lo que se considera como la principal causa prevenible de esta
enfermedad en el mundo; por otro lado, la quinta parte de los casos se deben a
infecciones cronicas como el virus del papiloma humano, vinculado al cancer de cuello

de utero, y la hepatitis B relacionada al cancer hepatico (OMS, 2014).

Sea cual sea la causa del cancer, este siempre seguira tres fases, la cuales son iniciacion,
promocién y proliferacién; en la primera etapa, el ADN sufre una mutacion,
posteriormente se activaran oncogenes, o en su caso a la desactivacion de genes
supresores de tumores los mas comunes son Kras y p53, en la promocién, existe un
aumento en la proliferacion celular y un descenso en la apoptosis, esto sumado a
procesos inflamatorios y a algunas citosinas que promueven el proceso se llega al ultimo
estadio, la progresion tumoral, en donde el tumor aumenta su tamarfio y se lleva a cabo

la invasion y metastasis (Boticario y Angosto, 2008).

2.5.- Tipos de cancer

Se pueden identificar en tres grupos principales: los sarcomas, los cuales proceden de
tejido conectivo como nervios, huesos, vasos sanguineos, musculos, cartilagos y tejido
adiposo, los carcinomas, los cuales proceden de tejido epitelial, como la piel o los

epitelios, estos se caracterizan ya que tapizan las cavidades y los 6rganos asi como los

20




tejidos glandulares, ejemplos de estos serian los tejidos glandulares de la prostata y las
mama, y en ultimo subtipo se encuentran las leucemias y los linfomas, los cuales surgen
de los tejidos formadores de las células sanguineas, estos son considerados los canceres
mas agresivos, ya que invaden rapidamente los ganglios linfaticos, la medula ésea y
desencadenan sobreproduccion de células blancas inmaduras, estos sistemas de
clasificacion empleados para determinar y organizar los tipos de cancer son planteados
en reuniones periodicas de expertos en la materia, los principales sistemas de
clasificacién clinica de los tumores corresponden a la del American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (Valdespino, 2014). Esta clasificacion incluye el avance de la
enfermedad, el agrupamiento, los sitios u 6rganos especificos, asi como los aspectos

histopatoldgicos y en algunos casos biomarcadores celulares y moleculares.

Cualquier parte del cuerpo es susceptible de verse afectada, de forma tal que existen
mas de 100 tipos de canceres, no hay una causa directa que origine su apariciéon (Plumer,
2012).

2.6.- Diagnéstico del cancer
La patologia, es el estudio de la naturaleza y las caracteristicas de la enfermedad, de ella
se pueden determinar, su morfologia y sus alteraciones funcionales, por lo general la

forma para la deteccion del cancer son las biopsias.

La patologia clinica es la rama de la anotomia humana encargada de determinar el tipo
de procesos neoplasicos, en algunos casos, estas formaciones son benignas, aunque

puede existir la posibilidad de que existan crecimientos malignos llamados cancer.

Para analizar, este tipo de crecimientos es necesario que dicha lesion sea estudiada
patolégicamente, por lo cual es necesario extraer una pequefia muestra de dicho tejido
para ser examinada por un patologo experto en oncologia, el cual determinara el tipo y

estadio de la enfermedad (Villasefnor y Rogelio, 2009).

Este tipo de biopsias pueden ser de cuatro tipos: las biopsias de tipo incisional, en las
cuales se retira una porcion de la lesién para estudiarla y las biopsias de tipo excisionales,
las cuales retiran en su totalidad la lesion, para ser examinadas por un patologo, por lo

general estos tejidos son fijjados en cera y cortados en finas capas por medio de un
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microtomo, para después ser fijadas en portaobjetos y analizadas en microscopio por un
0jo experto, las biopsias de aspiracion, en las cuales se aspira cierta cantidad de células
o tejidos de un area dafnada por medio de una aguja, asi mismo la biopsia con aguja, la
cual consiste en extraer un pedazo completo de tejido, al finalizar este estudio se obtiene

una porcidn cilindrica del tejido dafiado el cual es analizado por un patélogo oncologo.

2.7.- Tratamientos para el cancer

Los tratamientos mas utilizados en la medicina, son cirugia, radiacion, quimioterapia
debido a que son viables econdmicamente para los centros de salud en la mayoria de los
paises y sus expectativas son en algunos casos las mejores (Society American Cancer,
2018), sin embargo es importante aclarar que el tratamiento siempre dependera de la
etapa en la que se encuentre la enfermedad, la cirugia, siempre es el método idoneo para
el tratamiento del cancer, siempre que este se encuentre en las primeras etapas de su
desarrollo, si el cancer se encuentra en etapas avanzadas es imposible recurrir a la
cirugia debido a la complejidad que involucra el retirar el tejido dafiado sin lesionar
organos cercanos., por lo que la quimioterapia es el método mas conveniente en estos

casos (Public Healt England and Cancer Research UK, 2017).

2.7.1.- Radioterapia
La radioterapia es una rama de la medicina la cual usa radiacion ionizante como
tratamiento para erradicar el cancer, esto mediante elementos naturalmente radiactivos

o bien mediante aceleradores de particulas.
Este tipo de tratamientos deben seguir tres pautas fundamentales (Gaona, 1999).

1. Optimo control del area o la zona a tratar con radiacion.
2. Maxima preservacion anatomica y funcional de los 6rganos vy tejidos.

3. Minima frecuencia de complicaciones y secuelas.

Estas terapias deben ser sumamente seguras para el paciente, a fin de reducir los efectos
colaterales que pueden desarrollar debido a la exposicién a estas radiaciones, es por lo
que existen programas de garantia de calidad, las cuales aseguran que el paciente reciba

15 % de la dosis prescrita por el oncélogo esto mediante aceleradores de particulas y
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unidades de cobalto 60; si la dosis excede el 5 % el paciente podria formar necrosis en
las células que recibieron el tratamiento, mientras que si la dosis es menor al 5 % se
pueden presentar recurrencias y metastasis, ambos errores en la dosis son graves
(Gaona, 1999).

La medicina nuclear forma parte de estas estrategias contra el cancer, este consiste en
administrar al paciente via oral, intramuscular o intravenosa un elemento radioactivo para
emitir radiacion desde el interior del paciente, se usan radiois6topos con una vida media
muy corta, incluso de solo unas h, esto para llevar un control de la radiacién a la que se
sometera el paciente, el mas comun es el Yodo-131 (3'l) y generalmente es usado para

el tratamiento de cancer de tiroides o hipertiroidismo (Gaona, 1999).

2.7.2.- Cirugia
La cirugia es el tratamiento mas antiguo para el cancer, gracias al mejoramiento de las
técnicas con el pasar de los anos, la cirugia se ha transformado de una mutilacién a una

cirugia conservadora y selectiva del padecimiento del paciente.

No todos los pacientes con cancer son candidatos para la cirugia, esto debido a la
localizacion y extension de la enfermedad, si bien la cirugia es la forma predilecta para la
eliminacién del cancer, esta puede llegar a ser sumamente riesgosa para el paciente; asi
mismo, esta debe coadyuvar con una serie de tratamientos paliativos como la

quimioterapia y la radioterapia para asegurar la no reincidencia del cancer en el paciente.

Existen metodologias clinicas antiguas, que aun son vigentes hasta la actualidad para
algunos tipos de cirugias, esto debido a su complejidad y al dafio que existe en el
organismo del paciente, sin embargo, existen cirugias que han sido modificadas
radicalmente debido a los avances en tecnologia y en el conocimiento de la enfermedad
(Villasefior Rogelio, 2009)

2.7.3.- Quimioterapia
Las primeras quimioterapias surgen de los derivados del gas mostaza, la ciclofosfamida
(CITOXAN), la cual forma un enlace covalente con el ADN, lo cual lleva a la apoptosis

celular (Bradbury, 2007). Posteriormente el metrotexato, analogo del folato logrando
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obtener asi el metrotexato (Bradbury, 2007) y hasta la década de los afios 50°s que se

descubre el 5-fluorouracilo (ADRUCIL) y en la década de los afios 1960, una sal de platino

derivada de los electrodos, el cual forma enlaces coordinados entre el complejo de platino
y las bases de purina del ADN (Bradbury, 2007).

Es asi como existen distintos tipos de tratamientos quimioterapéuticos frente al cancer,

algunos impiden que las células se reproduzcan dafiando su ADN, tienen efecto en todas

las etapas del ciclo celular mejor conocidos como agentes alquilantes, estos, estos

medicamentos son muy utilizados en una gran variedad de canceres, incluyendo cancer

pulmonar, cancer de mama, cancer de ovario, asi como leucemia, mielomas multiples y

sarcomas.

Algunos ejemplos de los farmacos antineoplasicos mas

muestran en la tabla 1.

Tabla 1.- Farmacos antineoplasicos (Villasefior Rogelio, 2009)

usados contra el cancer se

Tipo y clase de agente

| Farmaco

Accion

Antimetabolitos

Antagonistas del acido folinico

Metotrexato
Trimetrexato
Raltritexed

Analogos de la pirimidina

5-Flurouracilo
Capecitabina
Floxuridina
Citarabina
Gemcitabina

Analogos de purinas

Clabribina
Fludarabina
Mercaptopurina
Pentostatina
Tioguanina

Otro tipo de medicamentos son los
llamados antimetabolitos, los cuales
interfieren con la replicacion del
ADN, sustituyendo los elementos
fundamentales de estas moléculas,
estos medicamentos son
ampliamente usados en leucemias,
cancer de mama, cancer de ovario y
canceres de tipo gastrointestinales
e Actuan directamente sobre la
disponibilidad de los precursores
requeridos para la sintesis del
ADN.
e Inhiben la dihidrofolato
reductasa.
e Actldan unicamente en la fase S
del ciclo celular.
Bloquean la produccién de N-
metiltetrahidrofolato reducido, el
cual es necesario para la sintesis de
purinas y acido timidilico.
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Continuacioén de Tabla 1.- Farmacos antineoplasicos (Villasefior y Rogelio, 2009)

Tipo y clase de agente

Farmaco

| Accién

Agentes alquilantes

Mostaza nitrogenada

Ciclofosfamida
Ifosfamida
Melfalan
Mecloretamina
Clorambucilo
Estramustina

Estos medicamentos, al dafar el
ADN pueden afectar a las células de
la médula 6sea, estas células son las
formadoras de células sanguineas y
en algunos casos pueden ocasionar
leucemia, este riego tiene una
relacion directa con la dosis y el

tiempo en el que se administra al

paciente, son ampliamente usados

en distintos tipos de cancer, como
leucemias, mielomas y sarcomas.

e  Forman enlaces covalentes entre

Alquil sulfonato Busulfan

Derivado de la etilendiamina Tiotepa

Sal de metal (minerales) Carboplatino
Cisplatino
Oxaliplatino

Triazeno Decarbazina

Nitrosourea Lomustina
Semustina
Carmustina

Estreptozotocina

sus grupos alquilo y moléculas
nucléofilicas del ADN dafandolo.

e Ejercen accion en todas las
fases del ciclo celular.

Antibiéticos antitumorales

Antraciclinas

Daunorubicina
Doxorrubicina
Epirubicina
Idarubicina
Bleomicina
Dactinomicina
Mitomicina
Mitoxantrona

Estos farmacos modifican la
expresion del ADN de las células
cancerosas, impidiendo la
reproduccion de estas, un ejemplo
claro de estos medicamentos son las
antraciclinas, las cuales interfieren
con las enzimas involucradas en la
replicaciéon del ADN durante su ciclo
celular (American Cancer Society,
2019).

Sin embargo, estos medicamentos
tienen una reaccién adversa muy
caracteristica, la cual es el dafo
cardiaco, si estos son administrados
en concentraciones altas.

Productos naturales

Alcaloides de la vinca Vinblastina Actuan inhibiendo la polimerizacion
Vincristina de los microtubulos.
Vindesina
Vinorelbina

Antimicrotubulos Docetaxel Actuan impidiendo la

despolimerizacién de los
microtubulos.

Enzimas

Asparginasa

La asparaginasa, crea una
deficiencia de L-asparagina la cual
sirve como base para la sintesis de
proteinas, por lo cual existe una
inhibicion en la sintesis de ADN y
ARN.
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Continuacioén de Tabla 1.- Farmacos antineoplasicos (Villasefior y Rogelio, 2009)

Inhibidores de la topoisomerasa | | Irinotecan e Impiden el desenrollamiento del ADN.

Topotecan
Inhibidores de la topoisomerasa | Etopésido e Interfieren con las enzimas del mismo nombre, las
Il Tenipésido cuales ayudan a separar las hebras del ADN para que

no se puedan copiar, por lo general, estos farmacos
son usados para leucemias, cancer de pulmén, de
ovarios, asi como gastrointestinales.

e Los inhibidores de la topoisomerasa Il pueden
aumentar el riesgo de la reaparicion de un cancer
(leucemia mieloide aguda), en un plazo de 2 a 3 afios
después de administrado el medicamento (American
Cancer Society, 2019).

2.8.- Las lineas celulares como herramienta para la investigacion comprension y
tratamiento del cancer

La busqueda de nuevas moléculas de interés farmacologico frente al cancer es un campo
vigente y de interés. Para llevar a cabo la evaluacion de estas moléculas, es
indispensable recurrir a la valoracion del efecto citotdxico in vitro, herramienta valida y util
en los inicios de una investigacion cuando los compuestos son seleccionados para
continuar con ensayos mas elaborados y especificos. Estas evaluaciones son llevadas a
cabo en lineas celulares, las cuales brindan resultados que sirven de apoyo a la
investigacion y dan un panorama con sustento cientifico sobre los compuestos que se

prueban (Leén, Gémez, Morantes, Cordero, y Ancizar, 2006).

Para dar solidez a los resultados, es indispensable contar con un panel de lineas
celulares que sea representativo y variado y de esta manera determinar la sensibilidad
de las lineas celulares a los agentes citotdéxicos lo que permitira continuar con
investigaciones mas profundas, para seleccionar los compuestos con potencial actividad
anticancerigena. El Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos de América (NCI)
por sus siglas en inglés, establecidé un programa de deteccién de agentes citotdxicos, el
cual cuenta con un panel de 60 lineas celulares (NCI-60), las cuales funcionan como un

modelo de cancer in vitro (Takimoto, 2003).

Con este panel de cribado celular, se han probado un sinfin de compuestos para

determinar si son o no de interés farmacoldgico contra el cancer, generando asi perfiles
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de sensibilidad, los cuales permiten plantear hipotesis sobre sus mecanismos de accion,
asi mismo permiten contrastar actividades anticancerigenas entre los compuestos

existentes y los posibles nuevos compuestos (Sausville y Johnson, 2000).

Estos modelos de lineas celulares han funcionado y han permitido obtener datos de
interés como los posibles mecanismos de accion de los compuestos probados,
generando informacién que puede ser util para el desarrollo de nuevos tratamientos

contra el cancer o bien, siendo terapias complementarias. (Yamori, 2003).

Las lineas celulares HelLa las cuales corresponden a células humanas epiteliales de
cérvix; son el linaje celular mas antiguo de la humanidad y las mas usadas en los
laboratorios de investigacion, si bien no pertenece al catalogo NCI-60, han sido de suma
importancia para un sinfin de investigaciones, unas de las mas importantes fue el
desarrollo de la vacuna contra la poliomielitis realizado por el doctor, Jonas Salk (Turner,
2012)

La linea DU-145 pertenece al catdlogo NCI-60 y es procedente de células epiteliales
humanas de préstata, derivadas de metastasis cerebral, son ampliamente usadas en el
campo de la investigacion debido a su capacidad metastasica y debido a que no expresan
antigenos especificos de prostata, sin embargo poseen un receptor androgénico positivo,
la funcién principal del receptor de androgenos es el de unirse a factores de
transcripcion que regulan la expresion genética de diversas proteinas (Alimirah, Chen,
Basrawala, Xin, y Choubey, 2006); (Stone, Mickey, Wunderli, Mickey, y Paulson, 1978)

La linea SK-LU-1 de células epiteliales humanas de pulmén, SW620 células epiteliales
humanas provenientes de colon y pertenece al catalogo NCI-60, la linea celular C6
fibroblastos murinos de cerebro, permiten de alguna manera establecer un panorama
frente a los distintos tipos de cancer que afectan mayormente a la poblacién mexicana

segun la (Secretaria de Salud, 2018)

2.9.- Las plantas como uso medicinal
A lo largo de la historia las plantas han proporcionado al ser humano una cantidad
innumerable de beneficios, como son la alimentacién, la prevencién e incluso el

tratamiento de ciertas enfermedades, las plantas han estado con el ser humano a lo largo
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de toda su existencia y gracias a esta convivencia el hombre ha logrado sacar ventaja de
todas las propiedades de estos materiales vegetales, es por lo que organizaciones
internacionales e innumerables investigadores, han puesto clasificaciones y definiciones

de estas.

Desde 1978 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié como plantas medicinales
a cualquier vegetal que contenga sustancias que puedan ser empleadas para propdésitos
terapéuticos o de las cuales se pueden aislar compuestos que sirvan como modelos
precursores para la sintesis de nuevos farmacos, concepto que sigue en la actualidad

(Canigueral, Dellacassa, y Bandoni, 2003).

La mayoria de las plantas poseen metabolitos secundarios en su composicion quimica,
estos son usados por las mismas para un sinfin de funciones, como protectores contra
depredadores, ya sea por el color que presentan, el mal sabor o la toxicidad al ser
ingeridas, el aroma que emiten, entre otros, ejemplo de estos metabolitos secundarios

pueden ser alcaloides, glucdsidos, enzimas, hormonas, vitaminas, etc.

Estos metabolitos secundarios son los responsables de diferentes efectos terapéuticos
en el ser humano y a lo largo de la historia ha sido posible dilucidar la estructura e incluso

sintetizar moléculas con actividad farmacoldgica (Duran Palma, et al, 2014)

Las plantas usadas para aprovechar estos metabolitos son llamadas plantas medicinales,
las cuales nos brindan beneficios gracias al conocimiento heredado de generacion en
generacion, han sido veneradas y utilizadas en rituales, la gran mayoria de las cuales no
necesariamente tiene un sustento cientifico comprobado (Rossato, Budo, Alvim, Zanetti,
y Heisler, 2012).

Se han logrado importantes avances en las metodologias de aislamiento, purificacion y
elucidacién de compuestos, lo cual ha permitido estudiar con mayor profundidad los
beneficios que pueden aportar en el campo de la salud. También ha existido un desarrollo
en los ensayos que permiten detectar una gran gama de actividades bioldgicas, lo que
ha llevado a estandarizar los extractos con base en los compuestos presentes en la planta
que pueden ser identificados y que pueden o no ser los responsables del efecto

farmacoldgico en el organismo (Chiriboga, 2003).
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2.9.1.- Cuphea aequipetala Cav.

Es una planta perenne, herbacea o subfrutescente, hasta de 1 m de largo, aunque por lo
comun 40 cm de altura. Es la especie mas comun, ampliamente distribuida en el Valle de
México en altitudes entre 2,250 y 3,200 m en variados habitats: matorrales, pastizales,
bosques, con preferencia en lugares perturbados, en ocasiones comportandose
decididamente como maleza arvense o ruderal en Coahuila y Nuevo Ledn hasta
Honduras (Rzedowski, 2005).

Sus tallos estan cubiertos por vellosidad, de igual manera, en la cara inferior de las hojas,
estas son en forma ovalada, acuminadas, cortamente pecioladas y opuestas, casi
disticas, las flores se producen en racimos solitarios con un caliz ventrudo y velloso,

surcado longitudinalmente, corola irregular, y de color violaceo (Martinez M. , 1967).

Se le denomina popularmente entre otros nombres, como: “alcancer, alfilerrillo,
apancholoa (nahuatl), atlanchan, cachanchillo, cordon de San Francisco guinda, hierba
del angel, hierba del cancer, flor morada calavera, miel de abeja, mirto, mirto morado,
moyote, pantillo, pelatito, percha del abejorro, petalito, rama roja, topo de indias, tripa de
tuza, nochleb vonon, tzoyleb vonon, tzoyob vonon (maya), violeta, x’cuan de la (zapoteca)
(Waizel, Martinez, Villarreal, Alonso, y Pliego, 2003)

C. aequipetala es ampliamente usada en México como un antidiarreico, asi mismo, para
dolores estomacales y en algunas partes para el tratamiento del cancer, de ahi que uno
de sus nombres sea hierba del cancer o “Tozancuitlacxolli” en nahuatl, también es usada
para tratar condiciones dermatoldgicas, inflamacion, problemas gastrointestinales,

paperas y heridas (Martinez M. , 1994).

De C. aequipetala se han realizado estudios para demostrar la eficacia esta planta en el
tratamiento de desordenes gastrointestinales, reportando una concentracion minima
inhibitoria frente a Helicobacter pylori del extracto acuoso de 125 pg/mL y del extracto

metanaolico mayor de 500 ug/mL (Castillo-Juarez, et al, 2009).

Se han reportado concentraciones muy altas de compuestos fendlicos y flavonoides en
la C. aequipetala, 62.79 mg equivalentes de acido galico y 196.83 mg equivalentes de

quercetina en hojas secas (Cardenas, et al. 2012).
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Martinez, 1967 reporta para C. aequipetala, la presencia de acido tanico en un 5.35 %,
glucosa, principios pécticos, dextrina y sus analogos, asi como almidon. Estudios
preliminares demuestran que la planta posee glicésidos y lactonas sesquiterpénicas,
estas ultimas mostraron una ligera accion citotoxica sobre la linea celular de cancer de
cérvix (cuello uterino) (UISOSQC1). (Waizel, et al, 2003)

2.9.2.- Verbena carolina L.

Es una planta que tiene varios nombres comunes como verbena, hiervena, ajenjo grande,
hierba de San José, hierba de San Juan, nardo de campo, Santa Maria, y verbena del
perro, asi mismo, existen sinonimias cientificas Verbena biserrata Kunth, Verbena
caroliniana Willd, Verbena mollis Mart. et Galeotti, Verbena polystachya Kunth, Verbena
varonicaefolia. Se encuentra ampliamente distribuida en el Valle de México, con

excepcion de la parte noreste, donde parece ser esporadica (Peralta, 2008).

Es una planta hispida con pelos largos combinados con pubescencia tomentosa, o bien,
glabrada; raiz generalmente gruesa, lefosa; tallo por lo comun ramificado, ascendente,
rastrero o procumbente en ocasiones sarmentoso, de color rojo oscuro o0 morado; hojas
opuestas, flores interpeciolares, pedicelos de 1 a 6 mm de largo, con un par de bracteolas
pequeias cerca de su apice; tubo calicinal morado o verdoso, de 1.3 a 2.3 mm de largo,
con 6 dientes cortos en el borde superior, poco giboso en la base; tiene 6 pétalos,
unguiculados, de color morado oscuro, desiguales, de alrededor de 0.5 cm de largo los
pequefos y de 0.8 a 1 cm de largo los mas grandes, aunque en ocasiones los 6 pétalos
son subiguales y miden 0.5 a 1 cm de largo; estambres 11, filamentos glabros o algunos
un poco pubescentes, 6vulos 10 a 15; capsula elipsoide, de unos 8 mm de largo,
conteniendo alrededor de 5 semillas desarrolladas, ovoides, mas bien aplanadas, de

unos 2 mm de largo (Rzedowski y Calderdn, 1992).

En el caso de la familia Verbenaceae es una de las mas importantes en cuanto a la
medicina tradicional en México, ya que presentan en su mayoria fenoles y flavonoides.
Verbena carolina tiene reportados niveles de flavonoides de 17.89 + 0.54 mg de apigenina
en tejido seco, asi como niveles fendlicos de 32.45 + 0.61 mg de acido galico, presenta
poder reductor de metales de 3.84 + 0.03 yg mL" y una capacidad antioxidante total de

4.25 + 0.22 mg de equivalentes de acido ascérbico (Avila-Reyes, et al, 2016).
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Las hojas de Verbena carolina son ampliamente usadas en regiones de México para el
tratamiento de enfermedades biliares, y se reporta que protege parcialmente la actividad
de la gamma-glutamil-transpeptidasa en un modelo murino de dafno hepatico inducido
con CCls (Favari-Perozzi, Nava-Alvarez, y Meléndez-Camargo, 2007), asi mismo (Castro,
Pérez-Guil, y Madrigal, 1991) reportan las siguientes caracteristicas de la planta en base
seca: un 19% de proteina cruda, 3.6% de extracto etéreo, 10% de fibra cruda, 10.2% de
cenizas y 57.2% de extracto libre de nitrégeno, reporta concentraciones de calcio, fosforo
y hierro de 1686 mg/100 g, 206 mg/100 g y 21 mg/100 g, respectivamente; en cuanto al
contenido en riboflavina de 1.24 mg/100 g; de lignina 10.53%; asi mismo reporta
digestibilidad in ivitro de 72.12 %. No detectaron factores toxicos excepto taninos en una
concentracion de 1.24 mg/100 gramos, por lo anterior V. carolina puede considerarse

para la alimentacion de rumiantes en la zona donde crece esta planta.

(Lara-Issasi, y otros, 2019) reportan la presencia de &acido ursélico, hispidulina,
verbenanina, hastatoésido, verbascosido, hispidulina 7-O-B-D-glucopiranésido vy

pectolinarigenina-7-O-a-D-glucopirandsido.

C. aequipetala y V. carolina son ampliamente usadas en el estado de México, esto se
sabe gracias la investigacion de campo llevada a cabo durante la recoleccion de los
ejemplares vegetales, en la cual los habitantes, refieren que V. carolina “Hierbena” y C.
aequipetala “flor morada” como ellos las nombran, poseen actividad contra el cancer,
estas plantas son recolectadas por los habitantes y se administran en té o como agua de
dia.
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3.- Hipétesis

Los extractos metandlico y cloroférmico de las plantas Cuphea aequipetala y Verbena

carolina presentaran actividad citotoxica en lineas celulares, y evaluando la actividad

citotoxica de las fracciones cromatograficas se obtendra el o los compuestos con la mayor

actividad, que podran ser aislados y posteriormente identificados estructuralmente por

medio de técnicas espectrométricas y espectroscopicas.

4.- Objetivo general

Evaluar la actividad citotoxica de los extractos cloroférmico y metandlico de Cuphea

aequipetala y Verbena carolina en lineas celulares de cancer y realizar el estudio

fitoquimico de los extractos para identificar la fraccién o los componentes mas activos.

5.- Objetivos especificos

1.

Obtener los extractos cloroféormico y metandlico de las partes aéreas de las plantas
Cuphea aequipetala y Verbena carolina.

Realizar una marcha fitoquimica para determinar los metabolitos secundarios
presentes en los extractos de las plantas.

Realizar el estudio biodirigido de los extractos vegetales, evaluando el efecto
citotoxico en las lineas celulares C6, DU-145, HelLa, SK-LU-1, SW620.

Separar los componentes de los extractos con actividad citotoxica, utilizando la
cromatografia en columna abierta.

Identificar las fracciones cromatograficas que contienen compuestos con mayor
actividad citotoxica.
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6.- Material y métodos

6.1.- Material Vegetal

Las partes aéreas (tallos y hojas), de Cuphea aequipetala y Verbena carolina se
colectaron el 31 de julio del 2017 en la localidad de "San Antonio Pueblo Nuevo"
19°32'26.8"N 100°02'59.1"W que esta situada en el Municipio de Ixtlahuaca, estado de
México y se autentificaron por el taxbnomo M. en C. Santiago Xolalpa con el numero
16402 y 16404 respectivamente; los especimenes se depositaron en el Herbario
Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) del Centro Médico Siglo XXI.

Las partes aéreas de las plantas se secaron a la sombra y posteriormente se trituraron.

6.2.- Analisis fitoquimico de las plantas C. aequipetala y V. carolina

El material vegetal, se sometié a pruebas fitoquimicas para determinar la presencia de
grupos hidroxilo, asi como de metabolitos secundarios, siendo estos, compuestos
fendlicos, carbohidratos, terpenos y alcaloides de acuerdo con lo descrito por (Harbone,
1998). Se colocaron 5 g de planta molida y se adicionaron 10 mL de una solucion de HCI
1 N, posteriormente se dejaron macerar por 15 minutos, se filtré en papel Walkman 0.5
mm; de esta solucién se tomé 1 mL y se adicionaron 5 gotas de cada reactivo por cada

prueba, los reactivos se prepararon de la siguiente manera:

6.3.- Preparacion de soluciones.

Alcaloides:

Reactivo de Wagner: se disolvio en u matraz volumétrico de 100 mL. 1.27 g de yodo mas
2 mg de yoduro de potasio, con 20 mL de agua, la solucion se llevo a volumen de 100
mL con agua destilada, las reacciones positivas a alcaloides forman precipitados

floculentos color marrén.

Reactivo de Dragendorff: se preparo, disolviendo 8 g de Bi(NO3)s 5H20 en 20 mL de
HNOs al 30 % y 27.2 g de Kl en 50 mL de agua, se mezclaron las dos soluciones
aciduladas y se dejaron reposar por 24 h. Se decanté la solucién y se llevé a volumen
con agua a 100 mL. Las reacciones positivas a alcaloides forman precipitados

anaranjados-marrones.
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Reactivo de Hager: fue una solucidn saturada de acido picrico en agua destilada.

Reactivo de Bertrand: Se disolvieron 12 g de acido silicotungstico en agua destilada y se

aforé a 100 mL.

Reactivo de Mayer: se prepard realizando dos soluciones, la primera adicionando 1.36 g
de cloruro mercurico en 60 mL de agua, la segunda se preparé adicionando 5 g de yoduro
de potasio, se mezclaron ambas soluciones y se llevaron a volumen de 100 mL con agua

destilada.

Reactivo de Ehrlich: Se preparé disolviendo p-dimetilamino benzaldehido al 1 % en etanol
y se adicion6 cloruro de hidrégeno, en presencia de alcaloides, se forma una coloracion

naranja.
Azucares reductores:

Para la determinacion de azucares reductores, se utilizaron los reactivos de Fehling, los
cuales se prepararon adicionando 35 g de sulfato de cobre y aforando con 1 L de agua
destilada. La segunda solucién, se preparé adicionando 150 g de sal de Seignette o
tartrato mixto de potasio y sodio a una solucién de hidroxido de sodio al 40 % y aforando

a 1 L con agua destilada.

El ensayo de Benedict permitié el reconocimiento de carbohidratos reductores, al igual

que el reactivo de Fehling, el de Benedict contiene ion cuprico en medio alcalino.
Fenoles:
Para la determinacion de fenoles, se usé una solucion de cloruro férrico.

El reactivo de Jones se preparé mediante una mezcla de triéxido de cromo, acido sulfurico

acetona y agua destilada.

Reactivo de Lucas: se prepar6 disolviendo 68 g de cloruro de zinc anhidro en 52.5 g de

acido clorhidrico concentrado.

El reactivo de Baljet constd de dos soluciones, la primera se prepard disolviendo
1 g de acido picrico y aforando a 100 mL con etanol, en la segunda se disolvieron 10 g

de hidréxido de sodio y se afordé a 100 mL con agua destilada.
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6.4.- Obtencidén de los extractos metandlico y cloroférmico de C. aequipetala y V.
carolina

Se colocaron 500 g de planta en un matraz balén, se realizaron extracciones seriadas
con disolventes de polaridad creciente, comenzando con hexano, cloroformo y
terminando con metanol, se utilizaron 3 L de cada disolvente. La mezcla fue calentada a
temperatura de reflujo en mantilla durante 4 h, posteriormente los extractos se dejaron
enfriar, se filtraron, el disolvente se elimind a presion reducida en un evaporador rotatorio,
el residuo se colocd en una estufa de vacio a temperatura ambiente durante 24 h para
eliminar totalmente el disolvente y se repitid el procedimiento de extraccion de forma

exhaustiva (Zavala, 1998).

6.5.- Preparacion de las fracciones cloroférmicas de C. aequipetala y V. carolina

Para evaluar la actividad biolégica de las los extractos y las fracciones cloroférmicas, se
pesaron 5 mg de extracto o de solido precipitado de las fracciones de cada planta y se
disolvieron en la minima cantidad del mismo disolvente con el cual se extrajo, esta
disoluciéon se mezclé con 20 mg de polivinilpirrolidona (PVP) disuelta en la minima
cantidad de metanol requerido para solubilizar el PVP, se homogeneizo y se evaporaron
los disolventes a presion reducida, el residuo sélido, se colocd en una estufa de vacio
para la eliminacién total de disolvente. La mezcla extracto-PVP o fraccion—-PVP se
suspendi6é en 1 mL de medio DMEM enriquecido con antibidticos y suero fetal bovino

antes de cada experimento (Solucion stock). Se filtré6 mediante membranas de 0.22 ym.

6.6.- Lineas celulares cancerigenas

Para evaluar la actividad citotoxica se utilizaron las siguientes lineas celulares, HelLa las
cuales corresponden a células humanas epiteliales de cérvix, C6 fibroblastos murinos de
cerebro, DU-145 células epiteliales humanas de prostata, derivadas de metastasis
cerebral, SK-LU-1 células epiteliales humanas de pulmén, SW620 células epiteliales
humanas provenientes de colon como se puede observar en la tabla 2. Estas lineas
celulares se obtuvieron de ATCC y se preservaron en congelacion a -70 °C en un ultra

congelador marca Revco.
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Tabla 2 Caracteristicas de las lineas celulares

Caracteristicas de las lineas celulares
Linea celular

Paulson, 1978)

Organismo de | Rattus  norvegicus, | Homo sapiens, | Homo sapiens, | Homo sapiens, | Homo sapiens,

origen rata humano humano humano humano

Tejido de | Cerebro Prostata, Cérvix Pulmoén Colon derivado

origen derivado de de metéastasis de
metastasis  de ganglio linfatico
cerebro

Tipo de célula | Células gliales Células Células Células Células
epiteliales Epiteliales Epiteliales Epiteliales

Morfologia Fibroblastos Epitelial Epitelial Epitelial Epitelial

Propiedades Adherentes Adherentes Adherentes Adherentes Adherentes

de cultivo

Enfermedad Glioma Carcinoma Adenocarcinoma | Adenocarcinoma | Adenocarcinoma

de origen colorrectal

Tiempo de | 22 h (Fan Uzman, | 36 h (Stone, | 18 =20 h (Puck, | 79.2 + 04 h | 28.8 h (Kim,

replicacion 1977) Mickey, Marcus, y | (Goldsmith,, Tsao, Siddiqui,
Wunderli, Cieciura, 1956) Listinsky, y | Whitehead, y
Mickey, y Garver Jr, 1991) | Arnstein, 1980)

6.7.- Crecimiento celular

Las lineas celulares se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), se

suplementaron con antibioticos al 1 % (penicilina, estreptomicina) y con 10 % de suero

fetal bovino, se incubaron a 37 °C en una atmosfera humidificada y 5 % de didéxido de
carbono (CO2)

Las células se lavaron con PBS (1X) y se despegaron utilizando una solucion de 100 pL

de tripsina 1X en 2,000 uL de PBS, dejandose incubar de tres a cinco minutos y ayudando

al proceso con un ligero golpe sobre las cajas de cultivo, posterior a esto se tomé el

volumen total y se colocé en microfugas para centrifugar a 3,000 rpm por cinco min.

Se decanto el sobrenadante y se resuspendio el boton celular, con cuidado de no daiar

las células, estas se colocaron en una caja de cultivo con medio DMEM enriquecido con

suero fetal bovino y antibidticos, procurando contar con un minimo de 2x10* células en

cada cambio, para tener una confluencia mayor al 80% al dia siguiente.
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6.8.- Conteo celular
Se tomaron de 10 pL de la suspension de células y se colocaron en una camara de
Neubauer, se conto la totalidad de las células presentes en los cuatro cuadrantes de las

esquinas de la camara de Neubauer como se observa en la fig. 1.

El numero total de células se determiné utilizando la siguiente formula:

<(No. total de células contadas)(10,000)

7 > (volumen total de células en mL.) = Numero total de células por mL.

Figura 1. Camara de Neubauer, el conteo se realizé en los cuadrantes marcados con la letra (L).

6.9.- Evaluacion del efecto citotéxico de los extractos cloroférmico y metandlico de
C. aequipetala y V. carolina.

El efecto citotdxico se evalud en dos etapas, en la primera se trabajé con los extractos
metanolicos y cloroférmicos de ambas plantas, en la segunda etapa, se evalud el efecto
de las fracciones del extracto que presentd mayor actividad citotoxica. El efecto se evalué
por medio del ensayo MTT, reconocido como un sistema de medida indirecta de masa
celular, el cual es util para evaluar la viabilidad y supervivencia en tratamientos de
citotoxicidad (Escobar, Rivera, y Aristizabal, 2010), esta prueba se basa en la reduccion
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), la reduccion la
realiza la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa generando el producto colorido
azul-violeta formazan. La produccién de formazan es proporcional al numero de células
vivas, células que se encuentran metabdlicamente activas. Para el ensayo se utilizaron

los siguientes grupos de estudio:

37




» Grupo control: Células sin tratamiento, unicamente contaron con vehiculo (PVP +
Medio DMEM).

» Grupo de prueba: Células tratadas con los extractos metandlicos, cloroférmicos,
asi como las fracciones de las plantas del estudio a concentraciones de 200, 100,
50, 25, 12.5y 6.25 pug/mL.

» Grupo positivo: Células con cisplatino a concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, y
6.25 pug/mL.

Se colocaron 2x10* células en placas de Elisa de 96 pozos, se incubaron a 37°C y 5%
de CO2 en atmosfera humidificada, durante 48 h, subsecuente a la incubacion, se retird
el medio y se lavo con solucién buffer PBS, se colocaron los extractos o fracciones de
extractos a probar por triplicado, en concentraciones de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200
pug/mL.

Una vez concluida la adicion de los compuestos a probar, se incubaron las placas de
Elisa por 24 h y posterior a esto se adicionaron 10 pL de MTT (Bromuro
3-4,5dimetilitiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (5 mg/mL) en cada pozo, mas 100 pyL de medio
enriquecido con suero fetal bovino y antibiéticos, en las células previamente incubadas

con las muestras a probar.

Una vez adicionado el MTT se incubaron las placas de Elisa durante 4 h, transcurrido
este tiempo se retird el sobrenadante de la placa de Elisa por medio de vacio con pipetas
Pasteur estériles y se adicionaron 100 yL de DMSO para disolver los cristales de
formazan y asi poder determinar el porcentaje de viabilidad por densidad optica
(Mosmann, 1983).

Las placas se leyeron en un lector de placas de Elisa a 575 nm, estos ensayos se

realizaron por triplicado.

6.10.- Porcentaje de inhibicion

Para determinar el % de inhibicién se calculé primeramente el % de viabilidad de la
siguiente forma:

DO de células tratadas

% de viabilidad x 100

DO de células control
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Mientras que el % de inhibicidn celular se calcul6 de la siguiente forma:

% de inhibicion de crecimiento celular = 100 — % de viabilidad

6.11.- Determinacién de la ICso de los extractos obtenidos
La ICso se calculé mediante los valores de las densidades Opticas, obteniendo asi la
concentracién necesaria para inhibir el crecimiento del 50 % de la poblacion celular

mediante una regresion no lineal ajustado a un modelo sigmoideo de la ecuacién de Hill.

_ (Emax)(C%)
— (IC50M)(0)

En donde: E max = efecto maximo observado; C = concentracion (eje X), C% =
concentracion elevada a la razon de cambio y la /Cs0* = concentracion inhibitoria media

maxima elevada al coeficiente de Hill.

Emax

Efecto

o

Concentracion

En este modelo, las curvas dosis-concentracién describen la relacidén entre la respuesta
a un tratamiento mediante compuestos con actividad citotéxica y la concentracion de
dicho compuesto. Estos tipos de curva suelen ser semilogaritmicas y log (concentracion
del compuesto) se encuentra en el eje X. En el eje Y se muestran las mediciones del

efecto ovserbado en estos ensayos.

6.12.- Fraccionamiento del extracto cloroférmico de C. aequipetala y V. carolina
Para llevar a cabo el estudio biodirigido, se llevé a cabo el fraccionamiento de los
extractos cloroféormicos de las plantas antes mencionadas, por medio de técnicas

cromatograficas en columna abierta, empacada con silica gel 60 (fase estacionaria),
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como fase movil se usd hexano y se incrementé la polaridad con acetato de etilo. Se
colectaron fracciones de aproximadamente 200 mL las cuales se compararon por
cromatografia en capa fina, se juntaron aquellas que presentaron similitudes en los

factores de retencion y se evalué la actividad biolégica sobre las lineas celulares.

Estas fracciones fueron preparadas para su evaluaciéon sobre las lineas celulares, de la

misma forma que los extractos cloroformicos y metandlicos.

6.13.- Evaluacién de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos y
cloroférmicos de C. aequipetala y V. carolina

Otra evaluacion realizada a los compuestos extraidos de las plantas fue la actividad
antioxidante. La capacidad antioxidante de los extractos crudos de C. aequipetala y
V. carolina se realizd utilizando el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrihidracilo
(DPPH), en este caso se prepard una disolucion 0.2 mM (7.8 mg) del reactivo (DPPH)

aforando en 100 mL de metanol, colocandolo en un matraz aforado ambar.

La evaluacion se realizé en una placa de ELISA de 96 pozos, los extractos se evaluaron
por triplicado a concentraciones de 6.25, 12.5, 25 y 50 pg/mL, se utilizé6 quercetina
disuelta en metanol, a una concentracion de 6.25 ug/mL (2.06 X105 M) como antioxidante

de referencia y se utilizé metanol como blanco.

Para el ensayo se mezclaron 100 pL de la solucion de DPPH y 100 pL de la muestra a
evaluar (extractos metandlicos y cloroférmicos disueltos en metanol), se incubd la mezcla
a temperatura ambiente y en oscuridad por 30 minutos, posteriormente se leyd la

absorbancia a 520 nm.

A partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de actividad

antioxidante mediante la siguiente formula:

. (Control A — Muestra A)
% de actividad = x 100
Control A
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6.14.- Evaluacién de toxicidad aguda de los extractos metandlicos y cloroférmicos
de C. aequipetala y V. carolina

Se llevé a cabo un analisis de toxicidad aguda siguiendo el método modificado de
Lorke, 1983. Se emplearon 72 ratones macho adultos de la cepa CD1, con un peso
promedio de 25 - 30 g, los cuales se mantuvieron a temperatura y humedad regulada (21
+ 1 °C y 40 - 60 %, respectivamente), ciclos de luz / oscuridad de 12/12 h, con alimento
para roedores (rat chow) y agua de la llave ad libitum. Los animales se dividieron
aleatoriamente en 8 grupos experimentales (Extractos metandlicos y cloroférmicos de C.
aequipetala 'y V. carolina) a los cuales se les administré los extractos por via oral, en las
siguientes dosis 10, 100, 1000, 1600, 2900 y 5000 mg/Kg, cada dosis fue probada con

tres animales.

Se pesaron 150 mg de los extractos de cada planta y se disolvieron en el mismo
disolvente en el cual se llevé a cabo su extraccion, posteriormente se pesaron 600 mg de
polivinilpirrolidona (PVP) disuelta en metanol, se juntaron las dos soluciones y se
evaporaron a presion reducida, el residuo se colocd en una estufa de vacio para la
eliminacion total de disolvente. La mezcla se suspendid en 5 mL de agua destilada
(Solucion stock), de esta solucidn se realizaron las disoluciones correspondientes para

obtener las seis concentraciones de ensayo mencionadas anteriormente.

El grupo control recibié por esta via, unicamente el vehiculo (agua destilada + PVP). Los
animales se mantuvieron en observaciéon durante 15 dias, tiempo en el cual se
determinaron alteraciones fisicas y motoras, piloereccion, irritaciéon ocular, convulsiones

0 muerte.

6.15.- Analisis estadisticos de la actividad citotéxica de los extractos y las
fracciones de los extractos metandlicos y cloroférmicos de C. aequipetala y V.
carolina

Los resultados de la evaluacion de la actividad citotoxica estan expresados como la media
aritmética de los valores % el error estandar de la media, se utilizé un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, para determinar diferencias significativas entre los grupos, asi
como la prueba complementaria de Tukey para comparaciones multiples. Los resultados

con una p<0.05 se consideraron significativos.

41




7.- Resultados y Discusién

7.1.- Analisis fitoquimico de C. aequipetala y V. carolina

Los resultados del analisis fitoquimico de C. aequipetala y V. carolina se muestran en la
tabla 3. Se evaluaron alcaloides, azucares reductores, fenoles, terpenos y compuestos
hidroxilados y carboxilados. Se determiné la presencia de alcaloides en ambas plantas,
asi como terpenos y fenoles, estos resultados confirman los estudios previos de estas
plantas informados en la literatura. Se determiné que ambas plantas poseen alcaloides,
aun considerando que C. aequipetala dio negativo para cuatro de las seis pruebas de
alcaloides, la causa puede ser el nivel de concentracion. Las pruebas eran positivas por
el cambio de coloracién o por la aparicion de precipitados, de acuerdo con lo descrito por
Harbone, 1998, en el caso del reactivo de Wagner las reacciones positivas a alcaloides
forman precipitados floculentos color marrén, con el reactivo de Dragendorff las
reacciones positivas a alcaloides forman precipitados anaranjados-marrones y con el

reactivo de Ehrlich se forma una coloracion naranja en la solucion.

Para azucares reductores, la prueba se basa en el poder reductor del grupo carbonilo de
los aldehidos, este se oxida a acido y reduce la sal de cobre en medio alcalino a 6xido
de cobre, formando un precipitado de color rojo; para la prueba de Benedict, este contiene
un ion cuprico en medio alcalino que se reduce hasta 6xido cuproso en presencia de

azucares con el hidroxilo hemiacetalico libre.

En la prueba para detectar fenoles la solucion de cloruro de hierro se comporta como un

oxidante fuerte que transforma los alcoholes secundarios en cetonas.
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Tabla 3. Resultados de las pruebas del analisis fitoquimico, las cuales se interpretan de la siguiente forma:
Presencia: Abundante (+++) Moderada (++) Escasa (+) Negativa (-)

Cuphea Verbena
aequipetala carolina
Prueba Resultado Resultado Determinacion de:
realizada
Wagner - +++ Alcaloides
Dragendorff - +++ Alcaloides
Hager + +++ Alcaloides
Bertrand - +++ Alcaloides
Mayer - +++ Alcaloides
Ehrlich ++ + Alcaloides
Bennedict + + Azucares reductores
Fehling ++ + Azulcares reductores
FeCls +++ + Fenoles
Jones - + Compuestos hidroxilados y
Ac. carboxilicos
Lucas - - Hidroxilos
Baljet + ++ Terpenos

7.2.- Rendimiento de los extractos metandlico y cloroférmico de C. aequipetala y V.
carolina

En el proceso de extraccion de 500 gr de material vegetal, se obtuvieron los siguientes
rendimientos: extracto metandlico de Cuphea aequipetala 10.38 % (51.9 gr) y extracto
cloroférmico 4 % (20 gr); por otra parte, de Verbena carolina se obtuvo un rendimiento
del 10.29 % (51.45 gr) de la extraccion metandlica y 0.90 % (4.5 gr) de la extraccion

cloroférmica.

Con base en los rendimientos obtenidos, para proseguir con el fraccionamiento de los

extractos, fue necesario repetir los procesos de extraccion de forma exhaustiva.
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7.3.- Obtencién de manitol a partir del extracto metandlico de C. aequipetala

En el extracto metandlico de C. aequipetala se obtuvo un precipitado de color amarillento
que se recupero filtrando con un embudo sinterizado y lavando con metanol frio, se
obtuvo un polvo blanco al que se le determind su punto de fusion, resultando un valor de
164-168 °C, también se determind su espectro de infrarrojo (IR) el cual se muestra en la
fig. 2.

Con base en el punto de fusion y el espectro de infrarrojo se determin6 que el compuesto
aislado corresponde al manitol, este compuesto fue reportado con anterioridad por
Aguilar, et al. 2012. El punto de fusion de 167 °C es caracteristico de este compuesto en

estado puro y asi como las bandas de transmitancia para los enlaces C-O, -OH y C-H.

El compuesto obtenido se evalud en las lineas celulares C6, DU-145, HelLa, SK-LU-1y

SW620 y no se encontré actividad citotoxica.

Espectro infrarrojo de manitol de referencia y manitol aislado de C. aequipetala.
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Figura 2. Infrarrojo de comparacion entre manitol de referencia y compuesto aislado de extraccion
metandlica de C. aequipetala, se observa la sefial caracteristica del grupo OH de 3,200 a 3,650 cm’, a
2,900 cm" se observa la sefial C-H y dos sefiales intensas a 1,000 cm™” correspondientes a enlaces de tipo
C-0.
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7.4.- Evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos metandlico y

cloroférmico de C. aequipetala

Los resultados de la actividad citotdéxica se presentan a continuacion por cada linea
celular en las graficas 1, 2, 3 y 4, se compara la actividad con respecto al cisplatino,
agente utilizado en pruebas in-vitro debido a su bajo costo, su facilidad de adquisicidén en
comparacion con otros farmacos de referencia, asi también se considera uno de los

quimioterapéuticos mas efectivos (M. Price, et al, 2006).

Extractos metandlico y cloroformico de C. aequipetala
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Grafica 1. Efecto citotoxico sobre la linea celular C6 de los extractos cloroférmico y metandlico de C.
aequipetala, asi como el control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo de
MTT. ***p<0.001 con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a la media obtenida
de 3 repeticiones (n=3) * error estandar.

En la grafica 1 se presenta el efecto citotoxico sobre la linea celular C6. El efecto del
extracto metandlico es menor al observado con el cisplatino en todo el intervalo de

concentraciones trabajado. En el caso del extracto cloroférmico se presenta una actividad
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mayor a la del farmaco de referencia a concentraciones menores a 50 ug/mL. Por
ejemplo, se observa que el extracto cloroférmico presenta un porcentaje de inhibiciéon
celular de 72.86 % a una concentracion de 25 pg/mL, mientras que el cisplatino tiene una
inhibicién de 38.45 %. A las concentraciones utilizadas no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre actividad del control positivo (cisplatino) y el extracto
cloroférmico, por lo que se propuso continuar con el estudio del efecto del extracto

cloroférmico sobre la linea celular C6.

Extractos metanolico y cloroféormico de C. aequipetala
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Gréfica 2. Efecto citotoxico sobre la linea celular DU-145 de los extractos cloroférmicos y metandlicos de
Cuphea aequipetala, asi como control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el
ensayo de MTT. ***p<0.001 con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a la media
obtenida de 3 repeticiones (n=3) + error estandar.

Se estudio el efecto de los extractos sobre la linea celular DU-145, el extracto metandlico
presentd una actividad citotoxica mucho menor a la del extracto cloroférmico, como se
observa en la grafica 2. El extracto cloroférmico, presentd porcentajes de inhibicion de 40

a 50 % a concentraciones de 6.25 a 25 ug/mL, mientras que a las mismas
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concentraciones los porcentajes de inhibicion del extracto metandlico fueron del 10 %, el
cual mostré diferencia estadisticamente significativa respecto al control positivo. De forma
general se puede observar que el cisplatino presenta la mayor actividad citotéxica en todo
el intervalo de concentraciones, en el extracto cloroférmico no se encontré diferencia

estadisticamente significativa respecto al cisplatino.

Extractos metandlico y cloroformico de C. aequipetala
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Gréfica 3. Efecto citotoxico sobre la linea celular HeLa de los extractos cloroférmico y metandlico de
Cuphea aequipetala, asi como control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el
ensayo de MTT. **p<0.01 con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a la media
obtenida de 3 repeticiones (n=3) + error estandar.

En la grafica 3 se presenta el efecto citotoxico sobre la linea celular HelLa, se puede
observar que la actividad del extracto metandlico de Cuphea aequipetala en esta linea
celular es menor a la del extracto cloroférmico. El extracto cloroférmico y el control
positivo presentan actividad citotoxica similar en el intervalo de concentraciones de 6.25
a 25 pg/mL y muestran inhibiciones de la viabilidad celular entre el 40 y 60 %, incluso se

observa que el extracto cloroférmico presenta mejor actividad que el cisplatino a
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concentraciones altas, llegando a inhibiciones del 93.46 % a una concentracién de 100

pMg/mL, cuando la del cisplatino es del 75.78 % a la misma concentracion.
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Gréfica 4 Efecto citotoxico sobre la linea celular SW620 de los extractos cloroférmico y metandlico de
Cuphea aequipetala, asi como control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el
ensayo de MTT. **p<0.001 *p<0.05 con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a
la media obtenida de 3 repeticiones (n=3) + error estandar.

Cuando se evalud el efecto citotoxico sobre la linea celular SW620, grafica 4, se
determind que existe diferencia estadisticamente significativa entre la actividad citotoxica
de los extractos y el cisplatino. El efecto de inhibicion celular de ambos extractos tiene un
comportamiento similar, sin embargo, para el extracto metandlico no se observo actividad
citotoxica a concentraciones inferiores a 50 ug/mL. En el caso del extracto cloroférmico
la actividad citotdxica fue dependiente de la concentracién, igualandose a la actividad del

control positivo a concentraciones cercanas a los 200 ug/mL de extracto.

Se determinaron los valores de la ICso de los dos extractos de C. aequipetala sobre las
cuatro diferentes lineas celulares, los resultados se presentan en la tabla 4.
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Concentracion inhibitoria 50 (ICso) ICso

Lineas celulares de los extractos de C. aequipetala. Cisplatino
Metandlico Cloroférmico
Cc6 1412+ 215 ug/mL  18.29 + 1.06 yg/mL  34.97 + 1.04 pg/mL
DU-145 > 200 pg/mL 110.4 £ 1.25 uyg/mL  4.14 + 18.79 pg/mL
HelLa > 200 pg/mL 38.78 £ 1.10 yg/mL  31.04 + 1.12 pg/mL
SW620 1489 £ 2 yg/mL  83.67 £ 1.06 yg/mL  20.42 + 1.14 ug/mL

Tabla 4. ICso de los extractos metandlico y cloroférmico de C. aequipetala, asi como del cisplatino en las
lineas celulares C6, DU-145, HeLa y SW620.

A partir de los valores de las ICso de los extractos metandlico y cloroformico de C.
aequipetala, se puede establecer que para la linea celular C6 la IC50 del extracto
cloroférmico es menor a la observada con el extracto metandlico. Para la linea celular
DU-145 la concentracion requerida para inhibir al 50 % de la poblacion celular fue menor
utilizando el extracto cloroférmico en comparacion con el metandlico, misma situacion
gue se observa en la linea Hela, en la cual existi6 una marcada diferencia entre el

extracto metandlico y el extracto cloroférmico.

Por ultimo, en la linea SW620 se observa que el extracto cloroférmico requiere de una
concentracién menor para inhibir al 50 % de la poblacion celular en comparacion con el
extracto metandlico. En general estos resultados dejan clara una diferencia de actividad
citotoxica entre ambos extractos en todas las lineas celulares, por lo que se decidié seguir
trabajando con el extracto mas activo (extracto cloroférmico) y se llevé a cabo el
fraccionamiento para tratar de aislar y purificar el o los compuestos activos involucrados

en el efecto citotdxico.
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7.5.- Evaluacion de la actividad citotéxica de los extractos metandlico y
cloroférmico de V. carolina.
La evaluacion de los extractos fue llevada a cabo sobre las lineas celulares, C6, DU-145,

HelLa y SW620 se muestran en la gréafica 5, 6, 7 y 8.

Extractos metanodlico y cloroférmico de V. carolina
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Grafica 5. Efecto citotoxico sobre la linea celular C6 de los extractos cloroférmico y metandlico de Verbena
carolina, asi como control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo de MTT.
n/s no hay diferencia significativa con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a la
media obtenida de 3 repeticiones (n=3) * error estandar.

De los resultados de la evaluacion del efecto citotoxico sobre la linea celular C6 de los
extractos cloroférmico y metandlico de Verbena carolina, grafica 5 se observa que el
extracto cloroférmico, tiene un mayor porcentaje de inhibicion en comparacion con el
extracto metandlico a bajas concentraciones. El analisis estadistico mostré que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre la actividad de ambos extractos a

concentraciones entre 50 y 200 ug/mL, lo cual indica que ambos extractos presentan una
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buena actividad citotoxica; sin embargo, como se observa en la grafica 5, el extracto
cloroférmico presentd mayores porcentajes de inhibicidn a concentraciones menores a

50 ug/mL, lo que nos permitié continuar con el estudio de este extracto.
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Gréfica 6. Efecto citotoxico sobre la linea celular DU-145 de los extractos cloroférmico y metandlico de
Verbena carolina, asi como control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo
de MTT. ***p<0.001 con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a la media obtenida
de 3 repeticiones (n=3) * error estandar.

En el caso de la linea celular DU-145, se puede observar en la grafica 6, que el extracto
cloroférmico tiene porcentajes de inhibicion semejantes a los del control positivo a
concentraciones superiores a 50 yg/mL y no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre este extracto y el cisplatino, el extracto metandlico mostré una actividad

citotdxica mucho menor a la observada con el extracto cloroférmico.
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Extractos metandlico y cloroférmico de V. carolina
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Gréfica 7. Efecto citotoxico sobre la linea celular HeLa de los extractos cloroférmico y metandlico de
Verbena carolina, asi como control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo
de MTT. **p<0.01 con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a la media obtenida
de 3 repeticiones (n=3) * error estandar.

En la gréfica 7 se observan los resultados de la evaluacion sobre la linea celular Hela.
El extracto cloroférmico presentd una actividad (75.09 % de inhibicion) mayor que el
control positivo cisplatino a partir de concentraciones de 25 ug/mL, mientras que el
extracto metandlico presentd actividades mayores al 20 % a partir de 100 ug/mL, por lo
que el extracto cloroférmico, representa una opcion viable para continuar con su analisis,
ya que se observan porcentajes de inhibicibn mucho mayores a concentraciones bajas

del extracto.
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Extractos metandlico y cloroférmico de V. carolina
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Gréfica 8. Efecto citotoxico sobre la linea celular SW620 de los extractos cloroférmico y metandlico de
Verbena carolina, asi como control positivo (Cisplatino + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo
de MTT. ***p<0.001 *p<0.05 con respecto al grupo de control positivo. Los valores corresponden a la media
obtenida de 3 repeticiones (n=3) + error estandar.

En la grafica 8, se observa que existe diferencia entre la actividad de ambos extractos y
el cisplatino, sin embargo, el extracto cloroférmico present6é actividad significativa a
concentraciones entre 25 y 100 ug/mL, mientras que el extracto metandlico no presento

actividad a concentraciones menores de 50 ug/mL.

Como se observo en todas las graficas anteriores, el extracto cloroférmico, presenta
actividad a concentraciones menores en comparacion al extracto metandlico, por lo que

se decidié continuar con el estudio de este extracto.

Para determinar las diferencias entre la actividad de ambos extractos, se decidid

determinar las 1Cs0. cOmo se observa en la tabla 5.
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Concentracion inhibitoria 50 (ICso) ICso

Lineas celulares de los extractos de V. carolina Cisplatino
Metandlico Cloroférmico
Cé6 34.53 £1.02 ug/mL 14.78 +£1.08 uyg/mL  34.97 + 1.04 uyg/mL
DU-145 > 200 ug/mL 20.34 £ 1.08 yg/mL  4.14 +18.79 ug/mL
HelLa 183.79+£1.17 yg/mL  20.71 +1.08 yg/mL  31.04 + 1.12 pg/mL
SW620 96.89+1.98 yg/mL  18.86 + 1.07 yg/mL  20.42 + 1.13 pg/mL

Tabla 5. ICso de los extractos metandlico y cloroférmico de V. carolina, asi como del cisplatino en las lineas
celulares C6, DU-145, HeLa y SW620.

En el caso de las lineas celulares C6, DU-145, HeLa y SW620, la concentracion inhibitoria
requerida por el extracto cloroférmico es menor a la requerida por el cisplatino, asi como
con el extracto metandlico, unicamente en la linea DU-145 el extracto cloroférmico,

present6 una ICso mayor en comparacion con el cisplatino.

Con base en los resultados anteriores y considerando que la actividad citotoxica
observada en todas las lineas celulares es mayor en el extracto cloroférmico de V.
carolina en comparacion con el extracto metandlico, se decididé continuar con el analisis

del extracto cloroférmico para tratar de separar el o los compuestos activos involucrados.

7.6.- Estudio fitoquimico biodirigido

De C. aequipetala por cromatografia en columna abierta se obtuvieron 10 fracciones, de
las cuales las fracciones 3, 4 y 5 presentaron similitud en su factor de retencion obtenido
por cromatografia en capa fina, asi como las fracciones 9 y 10 como se observa en la
tabla 6.

Se probaron las fracciones 6, 8 y la combinacién de 9 y 10 de Cuphea aequipetala como

se observa en el diagrama 1.
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Tabla 6. Numero de fracciones obtenidas de la separacion cromatografica en columna abierta de
C. aequipetala, asi como sus respectivas polaridades de elucién, con punto las fracciones con factor de

retencion similar.

Extracto cloroformico de C. aequipetala

Numero de fracciéon obtenida

Relaciéon Hexano — Acetato de etilo

1 95%-5%
2 90 % - 10 %
e 3 85%-15%
o 4 80 % - 20 %
e 5 70 % - 30 %
6 70 % - 30 %
7 60 % - 40 %
8 50 % - 50 %
e 9 40% - 60 %
e 10 100 % Acetato de etilo

Del extracto cloroférmico de Verbena carolina se obtuvieron 14 fracciones (tabla 7), de
las cuales las fracciones 6 y 7 asi como la 13 y 14 presentaron similitud en sus factores

de retencion, esto se determin6 por medio de cromatografia en capa fina.

Tabla 7. Numero de fracciones y sus respectivas polaridades a las que se obtuvieron, de la separacion
cromatografica del extracto cloroférmico de Verbena carolina, con punto las fracciones con factor de

retencién similar.

Extracto cloroférmico de V. carolina.

Numero de fraccion

Relacion Hexano — Acetato de etilo

1 100 % Hexano
2 95%-5%
3 90 % - 10 %
4 85%-15% Precipitado
5 85%-15% Cristales
e 6 80 % -20 %
o 7 70 % - 30 %

60 % - 40 %

50 % - 50 %
10 40 % - 60 % Precipitado
11 40 % - 60 % Precipitado
12 20 % - 80 % Precipitado
e 13 10 % - 90 % Precipitado
e 14 100 % Acetato de etilo Precipitado
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Las fracciones obtenidas de C. aequipetala 'y V. carolina se colocaron por dos semanas
dentro de frascos cerrados, con la finalidad de observar la formacion de algun precipitado,

en las fracciones del extracto de C. aequipetala no se observé ningun precipitado.

En el caso de V. carolina se observaron precipitados en las fracciones 4, 10, 11, 12, 13y
14. Se evaluaron las fracciones recuperadas y sus precipitados de forma independiente,
las fracciones que se probaron sobre lineas celulares fueronla 8, 9y 12y los precipitados

de las fracciones 4, 10 y 12 como se observa en el diagrama 1.

Del fraccionamiento por cromatografia en columna abierta del extracto cloroférmico de V.
carolina, se observaron cristales en forma de agujas en la fraccion 5, estos cristales se
recuperaron por filtracion con un embudo sinterizado y se lavaron con hexano frio, se
evaluo el punto de fusién de los cristales obtenidos en la fraccion 5, obteniendo un valor

de 142-143 °C, se analizaron por espectroscopias IR (fig. 3).

La espectrometria de masas (EM) determin6é un peso molecular de 486 g/mol para el
compuesto derivatizado con trimetilsilano correspondiente a un peso molecular de 414
g/mol, asi como RMN (anexo 1). Con los resultados obtenidos se determiné que el
compuesto aislado corresponde al B-sitosterol, ya que el punto de fusion de este
compuesto reportado en la bibliografia, segun U.S. National Library of Medicine National
Center for Biotechnology Information, 2019, es de 143.5 °C y el espectro de IR mostré

las sefiales correspondientes figuras 3 y 4.
Como se puede observar en la figura 3, las sefales corresponden con el B-sitosterol,

estas fueron comparadas con espectros del mismo compuesto reportados en la literatura

(figura 4), confirmando la presencia de este compuesto en la fraccion 5.

56




1024
1007

95

90+ 3,200 a 3,650cm

851

%T

a0
75 1,450 a 1,600 cm"”

704

Beta-sitosterol

65

1,061 cm"

60 2933y 2851 cm’™
59 y : y - : - —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500400

Figura 3. Infrarrojo de la fraccion nimero 5, del compuesto en forma de cristales de aguja, aislado de
extraccion cloroférmica de V. carolina, se observa la sefial caracteristica del grupo OH de 3,200 a 3,650
cm™, los picos que se observan a 2,933 cm™ y 2,851 cm corresponden a sefiales de enlaces de tipo C-
H, las seriales de 1,500 a 1,600 cm™" corresponden a un enlace de tipo C=C y los picos por debajo de 1,000
cm corresponden a sefiales de tipo de grupos alifaticos -C-H

Figura 4. Infrarrojo de B-sitosterol reportado en la literatura (Prabakaran, Kim, Sasireka, Hemapriya, y
Chung , 2017).
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En el espectro de '"H RMN se observé una sefial en la zona de hidrégenos vinilicos en &
5.32, seis senales de metilos, las cuales aparecen a & 0.73, 1.02, 0.97, 0.86, 0.84 y 0.87,
los cuales corresponden a los carbonos, 18, 19, 21, 26, 27 y 29 respectivamente, por
ultimo una senal a & 3.39 correspondiente al proton conectado al carbono 3, esto se
puede observar en el anexo 1y figura 5, estas sefales fueron contrastadas con estudios
previos de elucidacion del B-sitosterol (Sai & Indra, 2012), cabe mencionar que no se

tienen registros, reportados de este compuesto en estudios previos de esta planta.

Figura 5. Asignaciéon de numeros de carbonos a la estructura de 3-sitosterol.

Se llevd a cabo una cromatografia en placa fina de las 14 fracciones obtenidas de V.
carolina, la cual se eluyé con una polaridad 50 % hexano y 50 % acetato de etilo y fue
revelada con el reactivo p-anisaldehido en acido sulfurico y calentadas a 100 °C en una

parrilla de calentamiento de 5 a 10 minutos.

Al analizar la placa, se logré la identificacion de [-sitosterol en la fraccion 5 y de
compuestos terpénicos en las fracciones de menor polaridad, como se puede observar
en la figura 6, esto debido a la presencia de coloracion violeta intensa, segun lo descrito
por (Wagner y Bladt, 1996).
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Figura 6. Cromatografia en capa fina de las 14 fracciones obtenidas de V. carolina y revelada mediante el
reactivo p-anisaldehido, la polaridad de cada fraccion se puede observar en la tabla 7.
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Diagrama 1. Numero de fracciones obtenidas de ambas plantas, en rojo y azul las fracciones que se
evaluaron, en amarillo las fracciones que presentaron algun precipitado y en azul cielo la fraccion que
presento precipitado en forma de cristales en aguja.

A las fracciones obtenidas de los extractos cloroférmicos se les debia evaluar su actividad
sobre las lineas celulares, sin embargo, se observo que presentaban baja sulubilidad en
el medio de crecimiento celular DMEM, por lo cual se utilizé polivinilpirrolidona como

codisolvente. Para demostrar la inocuidad de este compuesto en las lineas celulares, se
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comprobé de forma independiente su efecto y también en cada ensayo se evalué como
vehiculo (PVP mas medio DMEM). Una vez lograda la disolucion de los solutos
recuperados del fraccionamiento cromatografico del extracto cloroformico, se evaluo el
efecto de estas disoluciones en medio DMEM sobre la viabilidad de las diferentes lineas

celulares y posteriormente se calcularon las 1Cso.

7.7.- Efecto citotoxico de las fracciones cloroférmicas 6, 8 y 9-10 de C. aequipetala
Se determind el porcentaje de inhibicidon de las fracciones de los extractos cloroformicos
de C. aequipetala, frente a las lineas celulares C6, DU-145, SK-LU-1, para determinar
cual era la fraccion con mejor actividad citotoxica, sin embargo, no existié diferencia
estadisticamente significativa en la actividad de las fracciones 6, 8 y 9-10 y el vehiculo
en la linea C6, mientras que en la linea DU-145 se encontro diferencia entre la fraccidon
6, 9-10 y el vehiculo, mientras que en la linea SK-LU-1, las fracciones 8 y 9-10 no

presentaron diferencia con el vehiculo, esto se puede observar en las graficas 9, 10y 11
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Grafica 9. Efecto citotoxico sobre la linea celular C6 de las fracciones cloroférmicas 6, 8 y 9-10 de C.
aequipetala y vehiculo (PVP + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo de MTT. Los valores
corresponden a la media obtenida de 3 repeticiones (n=3) + error estandar.
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lo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3 repeticiones (n=3) + error
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Se calculd la ICso de las fracciones, encontrando que la fraccion 8 posee los valores mas

bajos, en comparacion con las fracciones 6 y 9-10, esto se puede observar en la tabla 8.

Tabla 8. ICso de las fracciones cloroférmicas 6, 8 y 9-10 de C. aequipetala, en las lineas celulares C6, DU-
145 y SK-LU-1.

C. aequipetala extracto cloroférmico

Linea celular 1Cso ICs0 ICs0

Fraccion 6 Fraccién 8 Fraccion 9-10
Cé6 102.1 £1.02 uyg/mL. 38.89 +1.04 uyg/mL. 69.55 + 1.09ug/mL.
DU-145 83.91£1.07 yg/mL. 29.23 +1.06 pyg/mL. 43.4 +1.16 pg/mL.
SK-LU-1 54.55 +1.07 pg/mL. 50.50 +1.05 pg/mL. 31.79 +1.05 pg/mL.

7.8.- Efecto citotoxico de las fracciones 8, 9y 12 de V. carolina

Se probaron los extractos cloroformicos de V. carolina frente a las lineas celulares C6,
DU-145, HelLa para determinar cual era la fraccion con mayor actividad citotoxica, los tres
extractos presentaron diferencia estadisticamente significativa, esto se puede observar

en las graficas 12, 13 y 14.

Se calculd la ICso de las fracciones, encontrando que la fraccidn 8 posee los valores mas
bajos, en comparacion con las fracciones 9y 12, esto se puede observar en la tabla 9, si
bien la fraccion 12 presenta un efecto citotoxico mayor, solo es a concentraciones

mayores a los 100 pg/mL.
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Gréfica 12. Efecto citotoxico sobre la linea celular C6 de las fracciones cloroférmicas 8, 9y 12 de Verbena
carolina y vehiculo (PVP + Medio Eagle suplementado), mediante el ensayo de MTT. ****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, con respecto al grupo vehiculo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3

repeticiones (n=3) t error estandar.
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Gréfica 13. Efecto citotoxico sobre la linea celular DU-145 de las fracciones cloroférmicas 8, 9 y 12 de
Verbena carolina y vehiculo (PVP + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo de MTT. ****p<0.0001,
con respecto al grupo vehiculo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3 repeticiones (n=3) +

error estandar.
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Gréafica 14. Efecto citotoxico sobre la linea celular HeLa de las fracciones cloroformicas 8, 9y 12 de Verbena
carolina y vehiculo (PVP + Medio Eagle suplementado) mediante el ensayo de MTT. ****p<0.0001, con
respecto al grupo vehiculo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3 repeticiones (n=3) + error
estandar.

Tabla 9. ICso de las fracciones cloroférmicas 8, 9 y 12 de V. carolina, en las lineas celulares C6, DU-145 y
Hel a.

V. carolina extracto cloroférmico

Linea celular [Cso ICs0 ICs0

Fraccion 8 Fraccion 9 Fraccion 12
Cé6 >200 pg/mL. 30.62 £1.48 ug/mL.  102.1 £ 1.09 pg/mL.
DU-145 4558 +1.25 yg/mL. 102.8 £2.01 yg/mL.  115.7 + 1.58 pg/mL.
HelLa 44.62 1.37 yg/mL.  90.56 + 1.17ug/mL.  119.8 £ 2.07 pg/mL.
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7.9.- Efecto citotoxico de los precipitados (pp) de las fracciones cloroférmicas 4,
10 y 12 de V. carolina

Se analizaron los precipitados de las fracciones obtenidos de los extractos cloroférmicos
de V. carolina, frente a las lineas celulares C6, DU-145, HelLa, SK-LU-1 y SW620 para

determinar cual es el precipitado con mejor actividad citotdxica.
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Gréfica 15. Efecto citotoxico sobre la linea celular C6 de los precipitados de las fracciones cloroférmicas 4,
10 y 12 de Verbena carolina y vehiculo (PVP + Medio Eagle suplementado), mediante el ensayo de MTT.
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P<0.0001 con respecto al grupo vehiculo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3
repeticiones (n=3) + error estandar.

En la linea celular C6, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
actividad de los pp de las fracciones 10, 12 y el vehiculo, por lo cual se consideran pp
con actividad citotéxica, la fraccidén 10 tiene una ICso de 12.22 pg/mL, mientras que los pp
de la fraccion 4 no poseen actividad al no existir diferencia con el vehiculo como se

observa en la grafica 15.
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Gréfica 16. Efecto citotoxico sobre la linea celular DU-145 de las fracciones cloroférmicas 4, 10 y 12 de
Verbena carolina y vehiculo (PVP + Medio Eagle suplementado), mediante el ensayo de MTT. ****p<0.0001
con respecto al grupo vehiculo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3 repeticiones (n=3) +
error estandar.
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Gréfica 17. Efecto citotéxico sobre la linea celular HelLa de las fracciones cloroférmicas 4, 10 y 12 de
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Gréfica 18. Efecto citotoxico sobre la linea celular SK-LU-1 de las fracciones cloroférmicas 4, 10 y 12 de
Verbena carolina y vehiculo (PVP + Medio Eagle suplementado), mediante el ensayo de MTT. ****p<0.0001
con respecto al grupo vehiculo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3 repeticiones (n=3) +

error estandar.
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repeticiones (n=3) * error estandar.

P<0.0001, *p<0.05 con respecto al grupo vehiculo. Los valores corresponden a la media obtenida de 3
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En la linea celular DU-145, los pp de las fracciones 4 y 12 de Verbena carolina no
presentan diferencia con el vehiculo, mientras que el pp de la fraccion 10 es diferente y

tiene una ICso de 10.92 ug/mL, como se observa en la grafica 16.

Al analizar el efecto citotdxico sobre la linea celular HelLa, el pp de la fraccién 12 no
presenta diferencia con el vehiculo, mientras que los pp de las fracciones 4 y 10 son
diferentes, el pp de la fraccion 10 tiene una ICso de 19.72 yg/mL, como se observa en la

grafica 17.

Asi mismo, en la linea celular SK-LU-1 (grafica 18), los pp de las fracciones 4 y 12 no
presentan diferencia con el vehiculo, mientras que el pp de la fraccion 10 es diferente y

tiene una actividad citotéxica con una ICsode 11.2 pg/mL.

Por ultimo, en la linea celular SW620 (grafica 19), el pp de la fraccion 4 de Verbena
carolina, no presenta diferencia con el vehiculo, por lo cual carece de actividad de interés,
mientras que los pp de las fracciones 10 y 12 si tienen actividad con diferencia estadistica
respecto al control, el pp de la fraccidon 10 presenta una menor ICsp, siendo ésta de 12.37

Mg/mL.

En general, se presenta en la tabla 10, que el pp de la fraccion 10 del extracto cloroférmico
de Verbena carolina presenta concentraciones inhibitorias menores que el control
positivo, en este caso cisplatino, por lo cual es importante continuar el fraccionamiento
biodirigido para aislar el o los compuestos. En esta etapa del proyecto el rendimiento
obtenido al obtener esta fraccion fue muy bajo, por lo cual no fue posible continuar hasta
la caracterizacién por técnicas espectroscopicas para lograr determinar la estructura

quimica de sus componentes.

Tabla 10. ICso de la fraccidn 10 cloroférmica de V. carolina, asi como del cisplatino en las lineas celulares
C6, DU-145, HeLa, SK-LU-1 y SW620

V. carolina extracto cloroférmico

Linea celular pp fraccién ICso ICso cisplatino
C6 10 12.22 £ 12.08 ug/mL 34.97 +1.04 pg/mL
DU-145 10 10.92 + 1.27 pg/mL 4.14 £ 18.79 pg/mL
HelLa 10 19.72 + 1.03 pg/mL 31.04 +1.12 yg/mL
SK-LU-1 10 11.2 £ 1.03 pg/mL 9.17 £ 1.12 yg/mL

SW620 10 12.37 £ 1.09 pg/mL 20.42 +1.13 pg/mL

69




14.10.- Analisis de toxicidad aguda

Como se observa en la tabla 11, la administracion por via oral de los extractos no
presento toxicidad aguda a las dosis evaluadas, ya que no se observaron alteraciones

fisicas 0 motoras, piloereccion, irritacion ocular, convulsiones o muerte.

Tabla 11. Resultados obtenidos del analisis de toxicidad agua en ratones CD1 por el método de Lorke.

12 parte de la 22 parte de la
investigacion investigacion
Extracto Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad Total
(mg/Kg) (mg/Kg)
C. aequipetala 10 0/3 1,600 0/3 0/6
metandlico 100 0/3 2,900 0/3 0/6
1,000 0/3 5,000 0/3 0/6
C. aequipetala 10 0/3 1,600 0/3 0/6
cloroférmico 100 0/3 2,900 0/3 0/6
1,000 0/3 5,000 0/3 0/6
V. carolina 10 0/3 1,600 0/3 0/6
metandlico 100 0/3 2,900 0/3 0/6
1,000 0/3 5,000 0/3 0/6
V. carolina 10 0/3 1,600 0/3 0/6
cloroférmico 100 0/3 2,900 0/3 0/6
1,000 0/3 5,000 0/3 0/6

7.10.- Evaluacién de la actividad antioxidante de los extractos cloroférmico y
metandlico de C. aequipetala y V. carolina

Cada vez existen mas evidencias que sugieren que los mecanismos oxidativos, juegan
un papel de suma importancia en el desarrollo de patologias crénicas, como el cancer,
esto puede deberse al estrés oxidativo, el cual es un desajuste entre el oxigeno reactivo,
las especies de nitrogeno y defensas antioxidantes, las cuales estaran atenuadas
(Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez, 2013).
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Si estas especies reactivas, no se eliminan de inmediato por las vias antioxidantes, estas

podrian acumularse en las células, dafiando lipidos, proteinas y ADN.

Estos sistemas de proteccion oxidante son enzimas como la catalasa, superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa, asi como numerosos agentes no enzimaticos como las

vitaminas A, C, E y carotenoides (Baierle, et al, 2015).

Es por lo anterior que realizar pruebas de actividad antioxidante a nuestros compuestos,
nos brinda un panorama mas amplio de su posible capacidad de uso frente a patologias
como el cancer, tema de este estudio. Se sabe que la accién de eliminacién de radicales

es uno de los mecanismos importantes para medir la actividad antioxidante.

Este ensayo permitio determinar la eliminacion de especies de radicales por los
compuestos antioxidantes presentes en los extractos. Los resultados mostraron la mayor
actividad de los extractos metandlicos en comparacion con los extractos cloroférmicos,
esto se puede observar en las graficas 20 y 21, probablemente debido a la presencia de
un alto contenido de metabolitos secundarios, como pueden ser compuestos fendlicos.
Sin embargo, es de hacer notar que el extracto cloroférmico presenté actividad

antioxidante dependiente de la concentracion.

La quercetina es un flavonoide abundante en vegetales con propiedades de eliminaciéon
de radicales bien conocidas que se utiliza a menudo como un compuesto de referencia
en muchas pruebas de antioxidantes debido a la presencia de grupos OH en su estructura
molecular, que se oxidan para formar grupos carbonilo (Poonam y Pratima, 2018). Su
reaccion con 2,2-difenil-1-picrihidracilo (radical DPPH artificial) es rapida vy
estequiométrica. Por lo que se utiliz6 como referencia para este estudio. (Casanova,
2012)
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Gréfica 20.
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Actividad antioxidante de los extractos de C. aequipetala, asi como de quercetina por el método

del radical libre 2,2-difenil-1-picrihidracilo (DPPH).

1004

90

80+

704

60

50+

% de Actividad

404

304

204

104

Gréfica 21
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. Actividad antioxidante de los extractos de V. carolina, asi como de quercetina por el método del

radical libre 2,2-difenil-1-picrihidracilo (DPPH).
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8.- Conclusiones

Se analizaron las partes aéreas (tallo y hojas) de C. aequipetala y V. carolina, logrando
determinar la presencia de metabolitos secundarios mediante un analisis fitoquimico del

material vegetal, asi como técnicas espectrométricas y espectroscopicas.

Se obtuvieron los extractos metandlicos y cloroférmicos de ambas plantas y se realizo el

estudio biodirigido de los extractos vegetales.

Se evalud el efecto citotoxico y determind que los extractos cloroférmicos son los que

presentan un mayor efecto citotéxico en comparacién con los extractos metandlicos.

Al llevar a cabo la separacion biodirigida de los extractos cloroférmicos de ambas plantas,
por medio de cromatografia en columna abierta, en el caso de Cuphea aequipetala, se
obtuvieron 10 fracciones, y de Verbena carolina se obtuvieron 14 fracciones, las cuales
fueron evaluadas para determinar su actividad citotoxica, logrando identificar aquellas
que presentaron una mayor actividad, la fraccién con mayor actividad citotéxica de C.
aequipetala fue la fraccion numero 8, mientras que de V. carolina, la fraccion 8 y el
precipitado de la fraccion 10 fueron los que mostraron un mayor efecto citotoxico frente a

las lineas celulares.

Del extracto metandlico de C. aequipetala se logré aislar un compuesto que se identifico
como manitol, el cual fue probado en distintas lineas celulares para evaluar su actividad

citotdxica, sin embargo, no presento actividad alguna.

Se logré aislar un compuesto, del extracto cloroférmico de V. carolina el cual fue
identificado mediante diversas técnicas espectrométricas y espectroscopicas como [3-

sitosterol.

Se requiere obtener una mayor cantidad del compuesto asilado para determinar su

actividad citotdxica, frente a diversas lineas celulares.

Asi mismo, los resultados de la cromatografia en capa fina de las 14 fracciones obtenidas
del extracto cloroférmico nos indican la presencia de compuestos terpénicos en las
fracciones menos polares, sin embargo, no podemos descartar la presencia de

compuestos fendlicos en las fracciones, esto debido a la presencia de actividad
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antioxidante en el extracto cloroféormico, la cual se puede atribuir a compuestos de tipo

fendlico.

Finalmente, las plantas motivo de este estudio poseen actividad citotoxica sobre las
lineas celulares utilizadas, lo que las hace potencialmente utiles para tratar de aislar los
compuestos responsables de su actividad farmacoldgica; sin embargo, dado el
rendimiento obtenido, sera necesario buscar alternativas para la produccion de las

plantas y asegurar su reproduccion.

9.- Perspectivas

+ Determinar la composicion de las fracciones obtenidas de C. aequipetala y V.

carolina que mostraron actividad farmacolégica.
+ Se requiere una mayor cantidad de material vegetal para continuar con el estudio.
» Estandarizar el extracto activo.

» Cuphea aequipetala y Verbena carolina representan una alternativa en la
busqueda de moléculas para tratamiento del cancer, por lo que es necesario

continuar el estudio de las plantas como fuente de fitofarmacos

+ Se debe aislar e identificar el o los compuestos responsables de la actividad

farmacolodgica del precipitado de la fraccion 10 de Verbena carolina.
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11.- Anexos

11.1.- Valores de desplazamiento quimico de 'H y 13C para B-sitosterol

Posicion Experimental Literatura (Venkata Sai & Indra, 2012)
13C 1H 130

1 37.3 1.84, 1.06 37.5

2 31.6 1.47,1.77 31.9

3 70.7 3.39, 3.690H 72.0 3.53 (tdd, 1H, J=4.5, 4.2, 3.8 Hz)

4 424 2.20 42.5

5 141.4 140.9

6 120.6 | 5.32 121.9 | 5.36 (t, 1H, J= 6,4 Hz)

7 31.7 1.96, 1.56 32.1

8 31.9 1.48 32.1

9 50.3 0.95 50.3

10 36.4 36.7

11 20.9 1.52 21.3

12 39.7 2.05, 1.20 39.9

13 421 42.6

14 56.7 1.05 56.9

15 24.0 1.37 26.3

16 28.0 1.32 28.5

17 56.0 1.16 56.3

18 11.3 0.73 12.0 1.01 (s,3H)

19 18.9 1.02 19.0 0.68 (s, 3H)

20 36.0 36.3

21 18.3 0.97 19.2 0.93 (d, 3H, J=6.5 Hz)

22 33.7 1.13, 1.24 34.2

23 258 1.23 26.3

24 45.8 0.98 46.1 0.82 (t, 3H, J=7.2 Hz)

25 29.0 294

26 19.2 0.86 20.1 0.83 (d, 3H, J=6.4 Hz)

27 18.4 0.84 19.6 0.81 (d, 3H, J=6.4 Hz)

28 22.8 1.29 23.3

29 11.38 | 0.87 12.2 0.84 (t, 3H, J=7.2 Hz)

Anexo 1. Valores de desplazamiento quimico de "H y '3C para B-sitosterol, la asignacion de sefiales interpretadas se
llevé a cabo mediante experimentos bidimensionales como COSY HSQC y correlaciones HMBC y H2BC, los valores
de desplazamiento quimico estan reportados en & (ppm).
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11.2.- Curva concentracion respuesta del cisplatino.
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11.3.- Constancia de participacion congreso internacional, Roma ltalia.
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Evaluation of the cytotoxic effect of extracts of Cuphea aequipetala Cav. and Verbena carolina L. on
cancer cell lines

Calleros F R, Gomez H M, Gonzales L A and Zavala S M A
Universidad Auténoma Metropolitana, México

Cancer is itself a chronic degenerative disease, which has a greater incidence in adults than in younger people. It is the
growth and uncontrolled spread of abnormal cells. The current therapy against cancer, causes severe effects and reactions
in patients; however, treatments with new molecules could reduce these effects. Plants are an important source of molecules
that can function as antitumor agents and help fight cancer.The purpose of this work is to propose a therapeutic alternative
to the existing compounds for the cancer tratment looking forward to reduce the side effects. Therefore, in the present work,
the cytotoxic effect of the chloroformic extracts of Cuphea aequipetala and Verbena carolina, on Hela, C6, and DU-145 cell
lines was studied, the separation of the active extracts was carried out, and the responsible fraction of biological activity was
determined. The phytochemical test showed that the plants possess compounds that could reach pharmacological activity
such as alkaloids, phenols, and terpenes among others, confirming the previous studies that these plants have. Inhibition of
growth cell was observed with the chloroformic extract of V. carolina at concentrations of 6.25 ug/ml on Hela, inhibition of
46.13+1.15% on the DU-145 66.25+0.26% and on the C6 line of 13.17+0.47; while for the chloroform extract of C. aequipetala,
was observed a percentage of inhibition at concentration of 6.25 pg/ml on the Hela of 36.47+4.04%, while on DU-145 was
23.16+9.21% and C6 line was not tested.

Biography

Calleros F R obtained his Bachelor’s Degree in 2015 and is a Chemist. He is currently pursuing his Master's Degree in Pharmaceutical Sciences at the UAM in
Mexico City. He has worked for the Mexican Academy of Sciences, has attended multiple conferences and seminars, has collaborated with the Faculty of Chemistry
at the National Autonomous University of Mexico, working on synthesis of hormones with therapeutic activity.

siltekcalleros@hotmail.com
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Day 1 June 11, 2018

08:30-09:30 Registrations

Hall - Olimpica 2

conferenceseriescm 09:30-09:50 0pening Ceremony

Keynote Forum

09:50-10:00 Introduction

Title: Arsenicin A from the marine sponge Echinochalina bargibanti as a drug lead:
10:00-10:30 Synthesis and antitumor evaluation of related arsenicals
Ines Mancini, University of Trento, Italy
Title: Anti-diabetic and anti-obesity effects of natural flavonoids
Hitoshi Ashida, Stanford University School of Medicine, USA
Networking & Refreshment Break: 11:00-11:20 @ Foyer

Title: New and bioactive compounds from Hawaiian microorganisms

10:30-11:00

- 11:20-11:50
Shugeng Cao, University of Hawaii, USA

Title: Sustainable development and the future of marine natural products in Egypt:
11:50-12:20 SMIAF-Prototype project
Mohamed Ashour Fikry Metwally, National Institute of Oceanography and Fisheries, Egypt

Group Photo 12:20-12:35
Sessions: Natural Products | Marine Biotechnology | New Sources and Approaches to Natural Products
Development of Marine Drugs and Natural Products | Natural Products Chemisiry | Natural Products
Drug Discovery | Phytomedicine and Phytochemistry | Medicinal Natural Products | Anti-cancer

agents in Medicinal Plants | Therapeutic Drugs and Personalized Medicines
Session Chair: Ines Mancini, University of Trento, Italy
Session Chair: Hitoshi Ashida, Stanford University School of Medicine, USA

Session Introduction
Title: Natural sesquiterpene lactones as potential Trypanocidal and Leishmanicidal
12:35-13:00 agents
Liliana V Muschietti, University of Buenos Aires, Argentina

) Lunch Break: 13:00-13:40 @ Hotel Restaurant

Title: Study of acute oral toxicity and evaluation of the nephroprotective, hepatoprotective and
cardioprotective properties of Gomphrena celosicides, Cola nitida and Entandrophragma angolense -
three plants of Ivorian traditional medicine

13:40-14:05

Bamba Abou, Université Félix Houphouét-Boigny, Ivory Coast

Title: Trichiliasinenoids A-C, three novel 6,7-secomexicanolide limonoids with a
14:05-14:30 7,29-linkage from Trichilia sinensis
Donghua Cao, Chinese Academy of Sciences, China
Title: Herb-drug interaction of Andrographis paniculata (Nees) extract and andrographolide
on pharmacokinetic and pharmacodynamic of Etoricoxib, Nabumetone and Naproxen in

14:30-14:55 iats

- Aishwarya Balap, PES Modern College of Pharmacy, India

Title: Cytotoxic effect of peptides isolated from sea cucumber, Holothuria parva, muscle
14:55-15:20 protein hydrolysis on the breast cancer cell line (4T1)

Samira Besharati, Tarbiat Modares University, Iran

Title: Comparison of conventional and microwave assisted acid mediated pectin
15:20-15:45 extraction from peels of Manilkara zapota

Nausheen Hameed Siddiqui, University of Karachi, Pakistan

Page 3
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Networking & Refreshment Break:15:45-16:05 @ Foyer
Title: Solid state culture and metabolites analysis of white Anfrodia cinnamomea fruiting
16:05-16:30 bodies

Yuh Shan Chung, Development Center For Biotechnology, Taiwan

Title: Some biochemical parameters and their relation with elevation of ovary tumor
16:30-16:55 marker — our experience

Slobodan Duniji¢, Center for Integrative Procedures and Supplements, Serbia

Title: Presence of high blood pressure and level of some biochemical parameters — our
16:55-17:20 experience
Dusan Vesovié, VISAN - Sanitary Medical School of Applied Sciences, Serbia
Title: Identification and optimization of lead compound obtained from Celosia argenfea
Rukhsana A Rub, Smt Kashibai Navale College of Pharmacy, India

Panel Discussion

17:20-17:45

Day 2 June 12, 2018
Hall - Olimpica 2
Keynote Forum

09:50-10:00 Introduction

Title: Bioactive biomasses in food and not food application-the case study of Brassicales
10:00-10:30 Luca Lazzeri, Council for Agricultural Research and Economics—Cereal and Industrial Crop

Research Centre, Italy

Title: Stability enhancement of anthocyanins from Hibiscus sabdarriffa with respect to
10:30-11:00 their application as food colorant

Santosh Bhujbal, Dr D Y Patil Institute of Pharmaceutical Sciences and Research, India

Title: A research pipeline for the discovery of bioactive small molecules with anti-aging
11:20-11:50 activity from the Marine Mesophotic Zone

loannis P Trougakos, National and Kapodistrian University of Athens, Greece

Title: Aquatic, semi-aquatic medicinal plants used as food and remedy in Iran
11:50-12:20

Mohammadbagher Rezaee, Research Institute of Forest and Rangelands, Iran
Sessions: Natural Products as Anti-Cancer Drugs | Marine: The Ultimate Source of Bioactives and Drug
Metabolites | Marine Natural Products Drug Discovery | Bioactive Natural Products | Bioactive Natural
Products from Marine Bacteria | Marine Probiotics and Prebiotics | A Promising Future for Marine
Drugs and Natural Products | Medicinal Chemistry & Drug Discovery

Session Chair: Shugeng Cao, University of Hawaii, USA

Session Chair: Mohammadbagher Rezaee, Research Institute of Forest and Rangelands, Iran

Session Introduction

Title: Antioxidant and tyrosinase inhibitory activities of y-keto ester derivatives of carvacrol
12:20-12:45 and thymol
Geneive E Henry, Susquehanna University, USA
Lunch Break: 12:45-13:30 @ Hotel Restaurant
Title: An investigation of compounds and their bioactivities from Jamaican Gracilaria
13:30-13:55 mammiillaris, Clavelina picta and Plexaurella nutans
Doleasha Davis, The University of the West Indies—Mona, Jamaica

1458430 Title: Anti-inflammatory activity of Lupalbigenin from Derris scandens in Raw 264. 7 cells
3 ; Sriklung K , Srinakharinwirot University, Thailand

14590-14:45 Title: Oxodolastanes from the Jamaican brown alga, Canistrocarpus cervicornis

i Tl Sanjay Campbell, The University of the West Indies—Mona, Jamaica

Title: Improvement of secondary metabolites from Phyllanthus odontadenius against
malaria by mutagenesis

Rufin Kikakedimau Nakweti, Regional Center for Nuclear Studies of Kinshasa, Democratic

Republic of the Congo

14:45-15:10

Page 4
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15:10-15:35

15:35-16:00

NP-01

NP-02

NP-03

NP-04

NP-05

NP-06

NP-07

NP-08

Poster Judge : Santosh Bhujbal, Dr D Y Patil Institute of Pharmaceutical Sciences and Research, India

Bookmark your dates

Title: Natural products with aromatic structure and their influence in vegetable systems
Corneliv Tanase, University of Medicine and Pharmacy, Romania

Title: Evaluation of the hepatoprotective activity of the ethanol extract of Gomphrena
celesioides

Bamba Abou, Université Félix Houphouét-Boigny, Ivory Coast
Networking & Refreshment Break: 16:00-16:15 @ Foyer
Poster Presentations 16:15-17:15

Title: N-acetyldopamine dimers with anti-platelet aggregation activity from Oxya chinensis
sinvosa
InWha Park, Chungnam National University, South Korea
Title: Cucurbitane Triterpenoids derived from Momordica charantia inhibit proliferation of
vascular smooth muscle cells
DaYoung Kim, Chungnam National University, South Korea
Title: Discorhabdin alkaloids from Antarctic Latrunculia spp. sponges as a new class of
cholinesterase inhibitors
Ines Mancini, University of Trento, ltaly
Title: Comparative in vivo antidiabetic evaluation of Glimepiride, Fenugreek and their
combination in Streptozotocin induced diabetic rats
Hala H Zaatout, Alexandria University, Egypt
Title: Total phenolic content, antioxidant activity and cytotoxicity on Vibrio fischeri of herbal
blends infusions from Greek flora: A synergism evaluation
Elpida Giorgi, University of Athens, Greece
Title: Screening British Columbia (BC) wild mushrooms for anti-cancer properties
Bryan Chu Chwen LIM, University of Northern British Columbia, Canada
Title: Evaluation of the cytotoxic effect of extracts of Cuphea aequipetala Cav. and Verbena
Calleros F R, iversidad Auténoma Metropolitar Wexico
Title: Chemical-Pharmacological study of Centaurea americana
Jimenez P E, Universidad Auténoma Metropolitana, Mexico
Panel Discussion

Award & Closing Ceremony

o Infernational Conference and Exhibition on

Natural Products, Medicinal Plants & Marine Drugs

June 24-25, 2019 Vienna, Austria

E-mail: naturalproducts@conferenceseries.net
Website: naturalproducts.pharmaceuticalconferences.com
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