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RESUMEN

El cancer es un problema de salud caracterizado por ser una de las enfermedades con
mayor indice de mortalidad a nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en el afio 2012 se registraron 8.2 millones de muertes a causa de este
padecimiento en el mundo y 14 millones de nuevos casos el mismo afio. En México
los tipos de cancer con mas mortalidad son el cancer de pulmon y bronquios, préstata,
higado, estomago y mama (INEGI, 2013). La necesidad de obtener nuevos
medicamentos con mayor efectividad y sobre todo con menos efectos secundarios
contra el cancer es importante para reducir el numero de muertes. Las plantas
representan el patrimonio natural de las comunidades y una fuente importante de
compuestos contra el cancer ya que se han logrado aislar de ellas medicamentos
anticancerigenos como el taxol y la vinblastina. En México existe un amplio numero de
plantas conocidas por sus efectos medicinales contra el cancer. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad antioxidante y antiproliferativa de las plantas, Ficus
obtusifolia, Haematoxylum brasiletto y Phyllonoma laticuspis, utilizadas por las
comunidades rurales de la region Montafia del estado de Guerrero. Para ello se evalué
la actividad antioxidante mediante los métodos ABTS y DPPH, y la actividad
antiproliferativa sobre tres lineas celulares (A549, RAW 264.7 y L-929) mediante el
meétodo del MTT. Los extractos etandlicos y sus fracciones obtenidos de F. obtusifolia
y H. brasiletto mostraron actividad antioxidante por ambos métodos. Las fracciones
con mayor actividad fueron acetato de etilo en F. obtusifolia (55.0+1.5 ug/mL), seguido
de fracciones de H. brasiletto acetato de etilo y diclorometano (63.0 £ 6.3 png/mL) y
(60.0 = 3.3 pg/mL) respectivamente. La fraccion de diclorometano de H. brasiletto
mostro la mayor actividad antiproliferativa dosis dependiente, con una alta actividad
contra A549 y RAW 264.7 con valores de 22.57+0.86 y 23.87+0.84 ng/mL
respectivamente, seguido por la fraccion hexanica de F. obtusifolia con (ICso 48.13
4.84 ng /mL y 42.21+2.11 ng/mL) contra A549 and RAW 264.7, respectivamente. El
extracto de P. laticuspis no mostro evidencia de actividad antiproliferativa a la maxima
concentracion evaluada. La fraccion de diclorometano fuéfraccionada mediante
cromatotografia en columna con silica gel, las subfracciones fueron separadas por

cromatografia en placa preparativa, la estructura quimica del compuesto purificado:

Vi



brazilina, (C16H1405)(6aS,11bR)-7,11b-Dihidro-6H-indeno[2,1-c]cromeno-3,6a,9,10-
tetrol), fue elusidada por diferentes métodos quimicos y espectroscépicos, ('H RMN,
RMN *C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC y IR). Se evalud la actividad antiproliferativa
de brazilina, el agente quimioterapéutico de amplio espectro doxorrubicina se incluyé
como control positivo, resultando que produce un efecto inhibidor moderado sobre el
crecimiento en las lineas celulares humanas, SiHa, MDA, A549 y H1299 con valores
de ICsp de 44.29, 48.69, 45.44 y 48.73 uM, respectivamente. En LS180 y HelLa se
observo un efecto bajo a 1C5,62,21 y 71,96 uM, respectivamente. Brazilina mostré un
efecto antiproliferativo moderado sobre la linea celular no cancerosa ARPE-19 con
valores de ICsy de 37.94 uM, lo que sugiere que la actividad antiproliferativa de
brazilina es de tipo no selectivo. Se aisl6 e identificd a brazilina como el compuesto

responsable de la actividad antiproliferativa en las lineas celulares evaluadas.
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ABSTRACT

Cancer is a health problem characterized by being the diseases with the highest
mortality rate worldwide. According to the World Health Organization (WHO) in 2012,
there were 8.2 million deaths due to this disease in the world and 14 million new cases
the same year. In Mexico the types of cancer with more mortality are cancer of the lung
and bronchi, prostate, liver, stomach and breast (INEGI, 2013). The need to obtain new
drugs more effectively and especially with fewer side effects against cancer is important
to reduce the number of deaths. The plants represent the natural heritage of
communities and an important source of anti-cancer compounds since they have been
isolated from anticancer drugs such as taxol and vinblastine. In Mexico there is a large
number of plants known for their medicinal effects against cancer. The aim of this study
was toTo evaluate the antioxidant and antiproliferative activity of the plants Ficus
obtusifolia, Haematoxylum brasiletto and Phyllonoma laticuspis, used by the rural
communities of the region Mountain of the state of Guerrero. For this purpose, the
antioxidant activity was evaluated using the ABTS and DPPH methods, The
antiproliferative activity on three cell lines (A549, RAW 264.7 and L-929) by the MTT
method. Ethanolic extracts and their fractions obtained from F. obtusifolia and H.
brasiletto showed antioxidant activity by both methods. The fractions with the highest
activity were ethyl acetate in F. obtusifolia (55.0£1.5 ug/mL), Followed by ethyl acetate
and dichloromethane fractions of H. brasiletto (63.0 £ 6.3 ng/mL) y (60.0 + 3.3 pg/mL)
respectively. The dichloromethane fractions of H. brasiletto showed the highest dose
dependent antiproliferative activity, with high activity against A549 y RAW 264.7 with
values of 22.57+0.86 y 23.87+0.84 ug/mL respectively, followed by the hexanic fraction
of F. obtusifolia with (ICso 48.13 £ 4.84 ng /mL y 42.21+2.11 ng/mL) against A549 and
RAW 264.7, respectively. The extract of P. laticuspis did not show evidence of
antiproliferative activity at the highest concentration evaluated. The active
dichloromethane fraction was fractioned by silica-column chromatography and active
sub-fractions were separated using preparative-TLC. The chemical structure of the
purified compound: brazilin, (6aS,11bR)-7,11b-Dihidro-6H-indeno[2,1-c]Jcromeno-
3,6a,9,10-tetrol) was elucidated with different chemical and spectroscopic methods, ('H
RMN, RMN "®C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC vy IR). The antiproliferative activity of
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braziline was evaluated, the broad-spectrum chemotherapeutic agent doxorubicin was
included as a positive control, resulting in a moderate inhibitory effect on growth in
human cell lines, SiHa, MDA, A549 y H1299 con valores de ICso de 44.29, 48.69, 45.44
y 48.73 uM, respectively. In LS180 and HelLa a low effect was observed with ICsy 62,21
y 71,96 uM, respectively. Brazilin exhibited a moderate antiproliferative effect on the
non-cancerous cell line ARPE-19 with an ICsy value of 37.9 uM. Brazilin, was isolated,
this compound demonstrated antiproliferative activity against several human cancer

cell lines.



. INTRODUCCION

El uso de productos naturales derivados de plantas, animales o microorganismos
con fines medicinales tiene una larga historia (Jiménez-Estrada et al., 2013). Las
plantas medicinales son una fuente de metabolitos secundarios, que tienen multiples
aplicaciones por lo que incluso hoy en dia el hombre todavia depende de ellos para
tratar algunas de sus enfermedades. Las plantas son también importante fuente
natural de compuestos bioactivos que pueden ser utilizados con fines terapéuticos ya
gue sus componentes quimicos proporcionan la base para la sintesis de productos
farmacéuticos (Mark, 2004).

El conocimiento etnobotanico de las plantas medicinales representa una alternativa
para la identificacion de metabolitos secundarios con actividad antioxidante, cuya
importancia reside en su capacidad para eliminar las especies reactivas de oxigeno y
el potencial para reducir el estrés oxidativo (Hemendra, 2011; Devasagayam, 2002;
Mark, 2004).

El cancer es la segunda causa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, con
aproximadamente 14.1 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes
relacionadas (Bergstrom, 2012; Yuang, 2007), por lo que este es una de las principales
causas de muerte en los paises desarrollados (Ueda, et al., 2002). Algunos de los tipos
de cancer mas comunes, como el de mama, el de cuello uterino, el oraly el colorrectal
tienen altas tasas de curacion cuando se detectan temprano y se tratan de acuerdo
con algunos medios eficaces, incluyendo cirugia, radiacién y quimioterapia(OMS,
2016). Sin embargo, todos los tratamientos también estan acompanados de efectos
secundarios graves (Kitzios, et al., 2004). De esta manera, el conocimiento
etnobotanico de las plantas medicinales, como patrimonio natural, representa una
alternativa para la identificacion de metabolitos secundarios con actividad
antiproliferativa como flavonoides, una clase de metabolitos secundarios que podria
ser una fuente prometedora de futuros farmacos contra el cancer (Gordaliza, 2007;
Kalekar et al., 2013; Ren, et al., 2003).



Las especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas en los organismos debido al
impacto de la luz UV, la radiacién ionica, las reacciones quimicas y los procesos
metabdlicos causan multiples dafios como la peroxidacion de lipidos y proteinas, dafio
al ADN, degeneracion celular, envejecimiento y cancer (Bohm, et al., 1998; Yuang,
2007). Esto a su vez puede reducirse por el efecto del consumo de compuestos tales
como polifenoles producidos por las plantas debido a su capacidad para capturar los
radicales libres que poseen (Sati, et al., 2010; Kalekar et al., 2013).

Haematoxylum brasiletto Karst, conocido como "Palo de Brasil", Ficus
obtusifolia "Amate Negro" y Phyllonoma laticuspis (Turcz.) Engl. conocido como "Mil
hojas" son plantas utilizadas en el Estado de Guerrero. El uso etnobotanico de estas
especies incluye el tratamiento de heridas infectadas, pie diabético, calambres
menstruales, infecciones estomacales y cancer (Argueta, 2004), que como patrimonio
natural se deben conservar y explotar de manera racional. El objetivo de este trabajo
fue la caracterizacién quimica de compuestos con actividad antiproliferativa y/o
antioxidante de los extractos organicos de estas plantas, que como patrimonio natural

de uso empirico en Guerrero, es importante valorar y preservar.



Il. ANTECEDENTES

2. 1 Medicina tradicional

La medicina tradicional, como patrimonio natural, comprende conocimientos y
técnicas basados en teorias, creencias y experiencias de diferentes culturas; utilizados
para mantener la salud, prevenir, diagnosticar o tratar enfermedades fisicas y mentales
(Torres et al., 2004).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define medicina tradicional como
practicas, enfoques, conocimientos y creencias sanitarias basadas en plantas,
animales y/o minerales, terapias fisicas, mentales y espirituales, aplicadas de forma
individual o colectiva para mantener el bienestar (OMS, 2002). Ademas, la estrategia
de la OMS sobre la medicina tradicional, plantea como objetivos integrarla a los
sistemas de salud, fomentar su seguridad, eficacia, calidad y uso apropiado por parte
de proveedores y consumidores e incrementar su disponibilidad.

Las plantas medicinales son el recurso terapéutico por excelencia en la
medicina tradicional, este recurso es rescatable en gran medida por constituir un
importante elemento al combinar el conocimiento popular con el cientifico para el
tratamiento de diversas enfermedades en la atencion primaria de la salud. Entre las
plantas mas utilizadas se encuentra la albahaca, esta es eficaz contra el dolor de
estdbmago, la falta de apetito y el estrefimiento, la manzanilla tiene efectos sedantes y
antiinflamatorios, es util para tratar la artritis y colicos intestinales, el sauce es util para
bajar la fiebre, quitar calofrios y aliviar dolores reumaticos, también es utilizada como
desinfectante y astringente (Villarreal et al., 2014).

El uso de productos naturales derivados de plantas, animales o
microorganismos con fines medicinales tiene una larga historia (Jiménez-Estrada et
al., 2013). Las plantas medicinales son una fuente de metabolitos secundarios, que
tienen multiples aplicaciones por lo que incluso hoy en dia el hombre todavia depende
de ellos para tratar algunas de sus enfermedades. Las plantas son también importante
fuente natural de compuestos bioactivos que pueden ser utilizados con fines
terapéuticos ya que sus componentes quimicos proporcionan la base para la sintesis

de productos farmaceéuticos (Mark, 2004). De ahi, la importancia de caracterizar



quimicamente la actividad antiproliferativa y/o antioxidante, de tres especies vegetales
(Phylloma laticuspis, Ficus obtusifolia y Haematoxylum brasiletto) que como patrimonio

natural son utilizadas de manera empirica en la region de la montafia de Guerrero.

2.2 Generalidades del Cancer

El cancer es una enfermedad causada por diferentes factores de riesgo como
los son los genéticos, fisicos, quimicos y bioldgicos; carcindgenos fisicos, como las
radiaciones ultravioleta e ionizantes; carcinégenos quimicos, como los asbestos, los
componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o
el arsénico (contaminante del agua de bebida); carcinbgenos biolégicos, como las
infecciones causadas por determinados virus, bacterias o parasitos (OMS, 2015).

Estos agentes tienen la caracteristica de dafar regiones del ADN afectando la
expresion de proteinas necesarias para funcionamiento normal de la célula. Otro tipo
de mutacion es aquella que sufren las regiones del ADN que codifican a una proteina
en particular afectando la funcidén de la misma. El conjunto de estas alteraciones al
material genético, tienen la capacidad de convertir el genoma de la célula de normal
a canceroso (NIH, 2012).

Una caracteristica del cancer es la multiplicacién rapida de células anormales
0 cancerosas que puede desarrollarse en practicamente todos los tejidos del cuerpo
estos “tumores malignos” o “neoplasias”. se extienden mas alla de los limites normales
y pueden invadir partes adyacentes del tejido afectado y propagarse a otros 6rganos.
Este proceso se denomina “metastasis”. Las metastasis son la causa principal de
muerte por cancer (OMS, 2015).

2.3 Epidemiologia del Cancer

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2012 se
registraron 8.2 millones de muertes a causa de este padecimiento en el mundo y 14
millones de nuevos casos el mismo afo. Se prospecta que las muertes por cancer
seguiran aumentando y se esperan alrededor de 22 millones de muertes para el 2030
(OMS, 2015).

En los paises desarrollados el cancer es la enfermedad con mayor indice de

mortalidad, los principales tipos de cancer en paises de primer mundo son: préstata,



pulmén, mama y colon. Mientras que en los paises emergentes como los de Africa,
América Latina y Asia, los tipos de cancer mas frecuentes son higado, pulmodn,
estdmago y cuello uterino. En México, el INEGI registré en 2011, 71 mil 350 muertes
por cancer, siendo las principales causas de muerte el asociado a vias respiratorias,
de prostata y aparato digestivo con 9.4%, 8% y 7.8% de la cifra respectivamente
(INEGI, 2016).

2.4 Radicales libres: especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Se denomina radical libre a toda especie molecular que contiene uno o mas
electrones no apareados en sus orbitales. Este cambio confiere una gran inestabilidad
quimica por lo que, para recuperar su configuracion electrénica, el radical libre tiende
a reaccionar con moléculas vecinas y a adquirir electrones de ellas, es decir a
oxidarlas; por este motivo, los radicales libres también son conocidos como especies
reactivas. La pérdida de electrones de las moléculas atacadas por radicales libres las
convierte en nuevas especies reactivas que actuan sobre otras moléculas,
promoviendo asi una reaccion en cadena (Laso Guzman, 2011).

Como producto del metabolismo del ser humano se generan distintos tipos de
radicales libres, ERO’s: como el anién superoxido, el anién peréxido, el radical
perhidroxilo y el radical hidroxilo. A su vez también se sabe de la existencia de las
especies reactivas de nitrogeno (ERN) tales como el oxido nitrico y el radical
peroxinitrito, entre otros, cuya principal fuente son las mitocondrias, los lisosomas, los
peroxisomas, asi como la membrana nuclear, citoplasmica y del reticulo endoplasmico.
Sin embargo, los radicales libres también son generados por factores exdégenos como
la contaminacion ambiental, la exposicion a radiaciones ionizantes, el tabaco, los
medicamentos, los aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos

como plaguicidas, herbicidas y fungicidas (Finkel-Holbrook, 2000).

2.5 Funciones fisioloégicas de los radicales libres

La accién de los radicales libres o sus derivados como mediadores fisioldgicos
incluye la regulacion del tono vascular, la percepcion de la presion y la regulacion de
funciones que son controladas por la concentracion de oxigeno, asi como la

potenciacion de la transduccion de senales intracelulares de varios receptores de la



membrana, incluyendo el receptor de antigeno de linfocitos y respuestas de estrés
oxidante que aseguran el mantenimiento del sistema redox (reacciones de oxidacion-
reduccion). EI NO es una molécula unica, con las caracteristicas propias de un
neurotransmisor; tiene actividad vasodilatadora, es estimulante de la sintesis de
musculo liso vascular y antiagregante plaquetario (Maldonado Saavedra et al., 2010).

En el sistema inmune los radicales libres son mediadores fisiologicos en contra
de infecciones bacterianas. La presencia de O, es un requisito vital para la destruccion
y digestion de los agentes patdgenos por los fagocitos. La fraccidn mas abundante de
las células de la sangre que pueden fagocitar son los leucocitos polimorfonucleares y
macrofagos. El O, es el mediador del inicio del proceso fagocitico; los fagocitos captan
el oxigeno en forma acelerada, conociéndose este fendmeno como colapso
respiratorio, que es empleado para eliminar patéogenos, y al mismo tiempo produce
algunos radicales libres, con enorme poder destructor, gracias a su poder oxidante,
tales como Oy, H20,, OH" y el acido hipocloroso (HCIO) (Hampton et al., 1998). Otra
de las funciones de los radicales libres es ser mediadores en la sintesis de
prostaglandinas, colesterol y hormonas esteroideas. La hidroxilacion de los
aminoacidos lisina y prolina a hidroxilisina e hidroxiprolina, necesarios para la
biosintesis del colageno, requiere de la participacion del radical libre OH". (Maldonado
Saavedra et al., 2010).

2.6 Estrés Oxidativo y daino a biomoléculas

El estrés oxidativo es el rompimiento del equilibrio que debe existir entre los
radicales libres (especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno) y los mecanismos
antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit
de estas defensas o por un incremento elevado de la produccion de especies reactivas.

Las principales consecuencias del estrés oxidativo ocasionado por especies
reactivas de oxigeno (ERO) son:
Oxidacion de lipidos y proteinas: los radicales libres de oxigeno, especialmente el «OH,
actuan sobre los dobles enlaces de los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos de
membrana generando a su vez, radicales lipidicos que pueden reaccionar con nuevas

moléculas de acido graso poliinsaturado, intensificando la lesidén. La oxidacion de



proteinas trae consigo la degradacion de proteinas estructurales y la inactivacién de
enzimas. Destaca la lesion de la membrana celular y de organelos como la mitocondria
y los lisosomas.

Dario del ADN: incluye la rotura de las dos cadenas de nucleotidos y cambios en la
estructura de las bases nitrogenadas, con las consiguientes mutaciones.

Accion proinflamatoria: los radicales libres de oxigeno activan el factor nuclear Kappa
B (NF kB), un factor de transcripcién de diversos mediadores de la inflamacion (v.g.
citocinas proinflamatorias, eicosanoides). A su vez, en la inflamacion se liberan
también radicales libres de oxigeno, creandose por tanto un “circulo vicioso”.

De igual manera, las especies reactivas de nitrogeno (ERN) ocasionan diversos
problemas fisioldgicos, por ejemplo, el radical éxido nitrico (NO«) generado a partir de
la L-arginina, puede lesionar la célula de forma directa o indirecta por conversion en
otras especies altamente reactivas, tras unirse con el radical superoxido (como el anién
peroxinitrito, ONOO-) (Laso Guzman, 2011).

2.7 Los antioxidantes

Los radicales libres estan asociados con numerosas enfermedades que provocan
reacciones en cadena; estas reacciones solo son eliminadas por la accidén de otras
moléculas que se oponen a este proceso toxico en el organismo, los llamados sistemas
antioxidantes defensivos. Un primer grupo trabaja sobre la cadena del radical
inhibiendo los mecanismos de activacién, un segundo grupo neutraliza la accion de los
radicales libres ya formados, detiene la cadena de propagacién. El sistema
antioxidante protege de esta manera a los tejidos de los efectos de los radicales libres.
El primer grupo, los antioxidantes primarios o enzimaticos, protegen al organismo
contra la formacion de nuevos radicales libres; entre estos se encuentran:
Superoxido dismutasa (SOD): transforma el oxigeno en peréxido de hidrogeno.
Glutation peroxidasa (GPX): convierte el peroxido de hidrogeno y los peroxidos
lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan formar radicales libres.
Proteinas de union a metales (GR): frenan la disponibilidad del Fe, necesario para la

formacion del radical <OH.



En el segundo grupo, los antioxidantes secundarios no enzimaticos; se pueden
distinguir dos subgrupos:
Antioxidantes hidrofilicos: entre los que se encuentran la vitamina C, (acido ascérbico),
el acido urico, la bilirrubina y la albumina.
Antioxidantes lipofilicos: entre los que se encuentran la vitamina E (a-tocoferol), los
carotenoides y las ubiquinonas.

Dentro de los antioxidantes terciarios, encargados de reparar biomoléculas

dafiadas por los radicales libres se incluyen las proteasas reparadoras de ADN y la

metionina sulfoxido reductasa (Céspedes y Sanchez, 2000).

2.8 Antioxidantes de origen natural

La defensa antioxidante, enzimatica y no enzimatica protege al organismo
contra el dafio oxidativo, pero no con el 100 % de eficiencia por lo que si existe un
desbalance entre las sustancias oxidantes y antioxidantes hay probabilidades de
alteraciones de la relacion estructura-funciéon en cualquier érgano, sistema o grupo
celular especializado (Venéreo Gutiérrez, 2002). Este desbalance se encuentra
asociado con el envejecimiento prematuro, carcinogénesis y cardiopatias, entre otras
enfermedades (Maldonado et al., 2010). Dado que los antioxidantes juegan un papel
importante en la prevencion y tratamiento de patologias que involucran el estrés
oxidativo, en los ultimos afios ha crecido el interés en la busqueda de productos con
actividad antioxidante de origen natural tanto en el campo de la farmacologia como en
la industria alimentaria (Mendiola, et al., 2009). Por esta razon la importancia del
presente trabajo, en la dilucidacion de la actividad antiproliferativa y antioxidante de
tres especies vegetales, patrimonio natural y cultural de la regidén de la montafa de

Guerrero.



2.9 Generalidades del amate prieto (Ficus obtusifolia Kunth)

Arboles hemiepifitos, perennifolios, de 4-12 m de altura, tallos monopddicos, sin
contrafuertes definidos, troncos huecos y raices aéreas, corteza pardo grisacea, con
exudado blanco, abundante en las ramas jovenes, copa abierta, de formas variadas,
verde oscura (Duran-Ramirez, et al., 2010) (Cuadro 1, Figura 1).

Ficus obtusifolia se distribuye desde México hasta Brasil. En la Republica
Mexicana se distribuye por la vertiente del Pacifico desde Sinaloa hasta Chiapas y por
la vertiente del Atlantico desde Tamaulipas hasta la Peninsula de Yucatan, mientras
que hacia el centro del pais se le ha colectado en Hidalgo, Querétaro y San Luis Potosi.
En la PBDB solo se le registra en Guerrero, México y Michoacan. En orden
decreciente, se le encuentra en el bosque tropical subcaducifolio, bosque
de Quercus, bosque mesdfilo de montana, bosque de galeria y bosque tropical
caducifolio; su distribucion altitudinal va de 300 a 1,550 m s.n.m. (Gonzalez-
Castarieda, et al., 2010)

Figura 1.- Ficus obtusifolia Kunth (Gonzalez-Castaneda., et al 2010)

2.9.1 Nombres comunes

Amate, amate prieto o texcalamate.

2.9.2 Taxonomia



Cuadro 1 Taxonomia de Ficus obtusifolia Kunth

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Rosales

Familia: Moreceae
Género: Ficus
Especie: Ficus obtusifolia

2.9.3 Sinonimia del nombre cientifico

F. bonplandiana

F. involuta
2.9.4 Etnobotanica

El latex es usado como purgante para expulsar parasitos. Los frutos son
alimentos de aves endémicas. Proporciona excelente sombra para el descanso de
ganado. Ayuda a conservar la humedad en hondonadas y nacimientos de agua. Puede
alcanzar 16 m de altura. Su tronco es corto y tiene una corteza grisacea. Su corona es
generalmente de hoja y proporciona una gran sombra. Su fruto, conocido como higos,
son comestibles y atraer a diversas especies de aves. La madera de este tipo se utiliza
en la fabricacion de recipientes de madera y contenedores, asi como cajones, puertas
y paneles centrales y produccién de tableros de particulas y madera contrachapada
(Gonzalez, 2010)

El analisis fitoquimico de los extractos de F. obtusifolia Kunth revel6 la presencia
de taninos, flavonoides, glucésidos cardiotdnicos, saponinas, sapogeninas, lactonas,

cumarinas, esteroles e isoprenoides (Sandabe, 2005).

2.10 Generalidades del palo de Brasil (Haematoxylum brasiletto Karst)

Son arbustos o arboles, que alcanzan un tamafio de 2—10 (12) m de alto, tronco

profundamente estriado; ramas frecuentemente espiraladas y armadas con espinas
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fuertes de hasta 2 cm de largo. Hojas paripinnadas, 5-8 cm de largo, foliolos
generalmente 3 pares, obovados a suborbiculares, con frecuencia ampliamente
cuneados, 1.5-3 cm de largo y 1-2.5 cm de ancho, apice profundamente emarginado,
base aguda. Inflorescencias racimos axilares, 1.5-3 cm de largo, con pocas flores,
pedicelos 10-20 mm de largo, glabros; caliz levemente campanulado, lobos 5, 5 mm
de largo; pétalos 5, oblongos, 7-8 mm de largo, amarillos; estambres 10, libres, casi
tan largos como los pétalos lanceolado-oblongo, plano, 3—8 cm de largo y 8—15 mm
de ancho, membranaceo, delicadamente reticulado; semillas 2-3, transversales,
oblongas, 6-9 mm de largo y 2-3 mm de ancho (CONABIO, 2009) (Cuadro 2, Figura
2).

Se distribuye desde México a Costa Rica, Colombia y Venezuela en la selva
baja caducifolia y sabana, es una especie que habita en climas calido, semicalido,
semiseco y templado. Es una planta silvestre y esta asociada a bosques tropicales
caducifolio y subcaducifolio, matorral xerdfilo, asi como a bosques espinoso, mesofilo
de montafna, de encino y de pino. (CONABIO, 2009)

&>,

Figura 2.- Haematoxylum brasiletto Karst (CONABIO, 2009)

2.10.1 Nombres comunes

Palo de brasil, azulillo o palo tinto.

2.10.2 Taxonomia
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Cuadro 2 Taxonomia de Haematoxylum brasiletto Karst

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Haematoxylum
Especie: H. brasiletto

2.10.3 Sinonimia del nombre cientifico
Haematoxylon boreale S.Watson
Haematoxylon brasiletto H.Karst (Linares, 2005)

2.10.4 Etnobotanica

Es muy frecuente el uso tradicional del tallo de palo Brasil, ya sea la corteza,
madera o el "corazén" del tronco, en padecimiento del sistema cardiovascular. En Baja
California Sur se usa en infusién o agua de uso para tratar hipertension. En el Estado
de México, para regular la presion arterial se toma el macerado rojizo del corazon del
tallo. En Morelos, para purificar la sangre se usa la corteza y/o la madera remojada o
su cocimiento. De igual forma, se utiliza la corteza y el tronco, hervidos o remojados,
como agua de uso para los rifiones, males renales. De igual manera se emplea en
algunos malestares digestivos, mal de los dientes, ulceras gastricas y cancer (Argueta,
2004). Se ha reportado la presencia de brasilina y hematoxilina en la madera de esta
planta (Sanchez-Marroquin et al., 1958, Pratt y Yuzuriha, 1959)

2.11 Generalidades de Mil hojas (Phyllonoma laticuspis)

Planta por lo comun arbustiva, a veces a manera de arbol, hasta de 15 m de
alto, ramas delgadas, flexibles; estipulas ovadas a triangulares, de 0.7 a 1.3 mm de
largo por 0.5 a 1 mm de ancho, peciolos de 2 a 13 mm de largo, canaliculados
dorsalmente, laminas lanceoladas a ovado-lanceoladas, de 1.6 a 10.3 cm de largo y
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0.5 a 2.3 cm de ancho, bracteas ovadas; flores de color verde, verde-blanquecino,
ocasionalmente con tintes purpureos, sobre pedicelos de 0.5 a 3 mm de largo, hipantio
usualmente mas largo que ancho; sépalos triangulares, de 0.2 a 0.4 mm de largo por
0.2 a 0.5 mm de ancho, fimbriados en la base, libres entre si, adnados al hipantio;
pétalos ovados a ampliamente ovado-triangulares, de 0.9 a 1.2 mm de largo por 0.7 a
0.9 mm de ancho; filamentos de + 0.5 mm de largo, anteras globosas; estilo bifido,
muy ocasionalmente trifido, de ca. 0.3 mm de largo; fruto globoso a subgloboso, de 5
a7 mm de largo y 4.5 a 9 mm de diametro, coronado en el apice por restos del caliz;
semillas 2 a 9 por fruto, de 1.5 a 2.5 mm de largo por 0.9 a 1.7 mm de ancho (INECOL,
1999). Se distribuye desde México hasta Sudamérica. En México se ha registrado en
los estados de Chiapas, Durango, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Oaxaca y
Veracruz en Bosque de Pinus-Quercus y bosque tropical caducifolio. En elevaciones
de 1500-2350 m (INECOL, 1999).

2.11.1 Nombres comunes

Mil hojas, cuendilla o hierba de la viruela.

2.11.2 Taxonomia
Cuadro 3 Taxonomia de Phyllonoma laticuspis

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Phyllonomiaceae
Género: Phyllonoma
Especie: P. laticuspis
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Figura 3.- Phyllonoma laticuspis (CONABIO, 2009)

2.11.3 Sinonimia del nombre cientifico
Phyllonoma coriacea (Garcia-Mendoza & Meave, 2011)

2.11.3 Etnobotanica

Es muy frecuente el uso tradicional de las hojas de “Mil hojas”. En la region de la
montafia de Guerrero se usa en infusién para lavar heridas. De igual manera se emplea
en algunos malestares digestivos, ulceras gastricas y cancer (Argueta, 2004).

Un estudio fitoquimico reporté en P. laticuspis la presencia de Flavonoides,

alcaloides, cumarinas, taninos y terpenos (Bello-Martinez, 2015)

14



lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cancer es un problema de salud caracterizado por ser una de las enfermedades con
mayor indice de mortalidad a nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en el afio 2012 se registraron 8.2 millones de muertes a causa de este
padecimiento en el mundo y 14 millones de nuevos casos el mismo afo, las plantas
representan el patrimonio natural de las comunidades rurales y una fuente importante
de compuestos contra el cancer, por lo que es necesario contribuir en obtener nuevos
compuestos mas efectivos y con menos efectos secundarios, ademas de ser

alternativas naturales contra los efectos del estrés oxidativo y contra el cancer.

IV. OBJETIVOS

General

Aislar y caracterizar quimicamente compuestos con actividad antiproliferativa y/o
antioxidante, presentes en Phyllonoma laticuspis, Ficus obtusifolia y Haematoxylum

brasiletto.

Particulares

a) Evaluar la actividad antioxidante de los extractos etandlicos y fracciones de
Phyllonoma laticuspis, Ficus obtusifolia y Haematoxylum brasiletto.

b) Evaluar la actividad antiproliferativa de los extractos etandlicos y fracciones de
Phyllonoma laticuspis, Ficus obtusifolia y Haematoxylum brasiletto.

c) Aislar y caracterizar quimicamente los compuestos bioactivos, que determinan
la actividad antioxidante y antiproliferativa de los extractos o fracciones de
mayor actividad presentes en Phyllonoma laticuspis, Ficus obtusifolia y
Haematoxylum brasiletto.

d) Validar el uso empirico, que los habitantes de las comunidaes rurales realizan
de Phyllonoma laticuspis, Ficus obtusifolia y Haematoxylum brasiletto como

parte de la medicina tradicional y de su patrimonio cultural.
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VI. MEDODOLOGIA

Material Vegetal

Las plantas fueron recolectadas en varias regiones del estado de Guerrero,
México, en marzo de 2015. Las plantas fueron identificadas taxonémicamente por la
profesora Maria de los Angeles Venalonzo Martinez en el Herbario de la Universidad
Autonoma de Guerrero y un voucher les fue asignado (Cuadro 4). Las muestras

colectadas fueron secadas a 40 °C en un secador de aire caliente.

Cuadro 4 Lista de plantas del estado de Guerrero, México estudiadas en su actividad

antiproliferativa y antioxidante in vitro.

Planta Nombre  Voucher Lugar de Colecta Uso Medicinal
comun
Phyllonoma Mil hojas UAGROPLH15 Leonardo Bravo Diarrea,
laticuspis 99°48'34,67" W; infecciones y
17° 34'26,95" N cancer.
Haematoxylum  Palode UAGROHBH15 Mochitlan Infecciones ,
brasiletto Brasil 99° 21'19,03" W; calculos renales
17°29'03,27" N y cancer.
Ficus obtusifolia Amate UAGROFOH15 Chilpancingo Antiinflamatorio,
Negro 99° 22 '16" W; cancer.
17°09'25" N

Preparacién de extractos de plantas

Los extractos de plantas se obtuvieron de acuerdo a lo descrito por Gonzalez-
Salvatierra et al. 2010. Brevemente, los extractos de las plantas P. laticuspis y F.
obtusifolia se prepararon a partir de muestras de hojas secadas al aire (1 kg) finamente
trituradas; el extracto de H. brasiletto se obtuvo con polvo de duramen (1 kg); se
maceraron con etanol a una proporcion 3:1 P/V a temperatura ambiente durante un
periodo de 10 dias con breve agitacion manual dos veces al dia.

Los extractos etandlicos se evaporaron a presion reducida, el residuo se
resuspendid en 200 mL de una mezcla (3:2 agua/metanol), esta suspension se
fraccion6 con n-hexano (Hx) (2:1, 1:1, 1:1, V/V), diclorometano (CH2Cl,)(2:1, 1:1, 1:1,
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VIV) y acetato de etilo(AcOEt) (2:1, 1:1, 1:1, V/V). Cada una de las fracciones
organicas fueron evaporadas a presion reducida. Todos los extractos y fracciones se

almacenaron a -4 ° C en viales de vidrio ambar hasta su uso.

Aislamiento de metabolitos bioactivos de H. brasiletto

El aislamiento de compuestos bioctivos se realizd por métodos
cromaotograficos; la cromatografia en columna (CC) se realizé usando gel de silice 60
(malla 70-230, Sigma), mientras que para CC flash se uso silica gel 200-400 malla
(Sigma). Las purificaciones de cromatografia liquida en vacio (VLC) se llevaron a cabo
utilizando gel de silice de calidad TLC (Merck). Las purificaciones de TLC preparativa
en gel se realizaron usando placas de gel de silice de 20x20 cm respaldadas con vidrio
(2,0 mm de espesor, Merck). Para los procedimientos analiticos por TLC, se utilizaron
placas de gel de silice respaldadas con aluminio (E.M. Merck, 0,2 mm de espesor).
Los cromatogramas se examinaron bajo luz UV y luego se visualizaron por sumersion
de las placas en una solucion de acido fosfomolibdico (20 g) y sulfato cérico (2,5 g) en
500 ml de acido sulfurico (56%), seguido de secado y calentamiento (Zapata-Estrella,
et al., 2014).

Mediante la purificacién por VLC de la fraccidén de diclorometano bioactivo (5 g),
utilizando una elucion en gradiente con mezclas de CH,Cl,:EtOAc:MeOH, se
generaron 11 fracciones principales (3A-3K). La fraccion 3B (1.5 g) se purifico por CC
eluyendo con n-hexano:EtOAc:MeOH (45:50:5) para producir 8 nuevas fracciones (4A-
4H). La fraccion 4C (152.5 mg) se purificé usando una TLC preparativa de eluciéon
multiple (3x) eluyendo con EtOAc:CHCI3:MeOH (70:30:10 +50 pL de acido formico/10
ml de solucion) dando como resultado el aislamiento de (54 mg) de un compuesto

cristalino color rojo.

Elucidacion estructural

El compuesto purificado se identifico mediante la comparacién de sus datos
espectroscopicos y espectrométricos con los de la literatura (Craig, et al., 1965) Los
espectros de RMN (1H, 13C, DEPT 135 y DEPT 90) y dos experimentos dimesionales
(COSY, HSQC y HMBC) se adquirieron en un Bruker Avance Il 400 MHz. El

compuesto se analizé6 en MeOH-d4 con tetrametilsilano (TMS) como patrén interno.
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DART-MS se midieron usando un AccuTOF JMS-T100LC e identificando ion positivo

[M+H"]. Los espectros IR se tomaron en un espectrometro Bruker Tensor 27.

Actividad Reductora de radicales libres (ensayo de DPPH)

La actividad antioxidante se determiné mediante la evaluacién de la reduccién
del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Alemania). Se prepard una curva de calibracién de la decoloracién de DPPH por
diferentes concentraciones de Trolox (Sigma-Aldrich) en metanol. Se utiliz6 metanol
como blanco y una solucion al 1% de Trolox en metanol como control positivo. Se
anadio un volumen igual del disolvente usado para disolver las muestras a los tubos
de control. Las mediciones se realizaron por triplicado. La concentracion inicial de
DPPH se calcul6 a partir de la curva de calibracion usando la ecuacion determinada
por regresion lineal. Las mediciones de la actividad antioxidante se llevaron a cabo
anadiendo alicuotas de DPPH a una solucion al 1% de metanol de las muestras de
ensayo. Después de 30 minutos, se midi6 la absorbancia a 517 nm usando un
espectrofotometro; La actividad de eliminacién de radicales DPPH se calcul6 usando
la siguiente formula: % de decoloracion = (1 - (Ae / Ac)) x 100, donde Ae y Ac son la
absorbancia del extracto y el control, respectivamente. La actividad antioxidante se
expresd como ECsp, es decir, la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir la

concentracion inicial de DPPH en un 50% (Molyneux, 2003).

Capacidad reductora del radical ABTS

Para la preparacién de la solucién radical, se disolvieron 19.3 mg de ABTS en
5 ml de agua destilada, se afadieron 88 ul de una solucion de 140 uM de KyS;0s
(persulfato de potasio) y se dejo reposar durante 16 horas a oscuras a temperatura
ambiente. Después de preparar la solucion de etanol para alcanzar una absorbancia
de 0.7 a 730 nm, se colocaron 295 uL de la solucién en una placa de 96 pocillos, a los
que se anadieron 5 ul de extractos de etanol y fracciones, se dejo en reposo durante
5 Minutos a temperatura ambiente y se lee en un lector de ELISA (BIO RAD iMark)

usando una longitud de onda de 730 nm. Se realizé el mismo procedimiento para
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obtener una curva de calibracién con Trolox (Sigma-Aldrich) como control y para

calcular equivalentes trolox (mg/mL) (Kuskoski, et al., 2004).

Cultivo y lineas celulares

Lineas celulares; ARPE-19 (Epitelio pigmentado retinal humano), Hela
(carcinoma humano de cervix), SiHa (células escamosas de carcinoma de cervix
humano ), MDA-MB-231(adenocarcinoma humano de células epiteliales de glandulas
mamarias ), NCI-H1299 (carcinoma humano de pulmon; células no pequefias), A549 (
adenocarcinoma alveolar humano), LS 180 (adenocarcinoma colorectal humano) y L-
929 (tejido conectivo subcutaneo murino normal) fueron obtenidas de The American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). RAW 264.7 (leucemia de macrofagos
transformadas por el virus de Albenson) fueron proporcionadas por el Dr. Emil R.
Unanue del Departamento de patologia e Inmunologia de la Universidad de
Washington. Las lineas celulares fueron cultivadas en medio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagles’s Medium (Sigma-Aldrich™) suplementado al 5% con suero fetal
bovino (Gibco®) (D5F), a 37°C en una incubadora (Thermo Fisher Scientific) con una
atmosfera al 5% de CO,. La manipulacién de los cultivos celulares se llevo a cabo en
un gabinete de bioseguridad tipo Il (LABCONCO®) equipada con filtros HEPA.

(Rascon-Valenzuela, et al., 2015; Torres Moreno, et al., 2015).

Ensayo de proliferacion celular

Para evaluar el efecto de extractos de plantas sobre la proliferacion de lineas
celulares, se determino la proliferacion celular usando el ensayo estandar de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Mosmann,1983).
Brevemente, se afiadieron 10,000 células (50uL) en cada pocillo de una placa plana
de 96 pocillos. Después de 12 h de incubacién a 37 ° C en una atmdsfera de CO; al
5% para permitir la union celular, los cultivos celulares se incubaron con 50 uL de
medio que contenia diferentes concentraciones de extracto o fracciones crudas y los
cultivos celulares se incubaron durante 48 h.

El extracto crudo o fraccion se disolvio primero en DMSO y luego se diluyo en

D5F. Los cultivos de células de control se incubaron con DMSO (concentraciones
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finales de DMSO 0,06% -0,5%). En las ultimas 4 h del cultivo celular, se afiadieron 10
uL de solucién madre de MTT (5 mg/mL) a cada pocillo. Los cristales de formazan se
disolvieron con isopropanol acido y las placas se leyeron en un lector de placas ELISA,
usando una longitud de onda de prueba de 570 nm y una longitud de onda de
referencia de 630 nm. La absorbancia de los pocillos fue leida dentro de los 15 minutos
de adicion de isopropanol. La actividad antiproliferativa de los extractos se informd
como valores de ICsp (se definid como la concentracion de extracto evaluada que
inhibe la proliferacién celular en un 50%) (Torres-Moreno, et al., 2015). Los valores de
proliferacion de al menos tres experimentos, por triplicado, se transformaron
logaritmicamente, se normalizaron y se utilizé un analisis de regresion no lineal para
generar una curva dosis-respuesta para calcular los valores de ICsy. Las diferencias
en las medias se analizaron mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA
unidireccional) seguido por el test de Tukey GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
Inc., CA, EUA).

Analisis estadistico

Todos los datos se expresaron como la media + DE de al menos tres
experimentos independientes por triplicado. El analisis estadistico se realizé mediante
procedimientos de ANOVA. Una prueba post-hoc (Tukey) se llevé a cabo cuando las

diferencias mostradas por los datos fueron significativas (p <0,05) SAS (versién 10,0)
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos de H. brasiletto y F. obtusifolia 'y sus
correspondientes fracciones mostraron que el mayor contenido de antioxidantes fue
similar en ambas fracciones de acetato de etilo de las dos especies. Las fracciones
con mayor actividad fueron acetato de etilo en F. obtusifolia (55.0 £ 1.5 ug/mL), seguido
de fracciones de H. brasilleto acetato de etilo y diclorometano (63.0 £ 6.3 pug/mL) y
(60.0 £ 3.3 ng/mL) respectivamente.

El ensayo de DPPH para los valores de ICsp muestra diferencias
estadisticamente significativas entre ambas especies (Cuadro 5). La planta P.
laticuspis no mostrd actividad antioxidante significativa. También para el ensayo
ABTSH+, existen diferencias estadisticamente significativas entre todos los extractos y
fracciones de H. brasilletto y F. obtusifolia. Los mejores valores presentaron la fraccion
de acetato de etilo de F. obtusifolia. (149.2 £ 9.2 ug/ml) y una fraccion de acetato de
etilo de H. brasilletto (162.8 £ 21.9 ug/ml). El extracto etandlico y las fracciones de P.
laticuspis no mostraron actividad antioxidante significativa.

De acuerdo con estos resultados, se recomienda explorar las caracteristicas
estructurales de los compuestos presentes en las fracciones de diclorometano y
acetato de etilo de H. brasiletto, mediante fraccionamiento por cromatografia para
aislar y purificar metabolitos con actividad antioxidante prometedora para ensayos in
vivo adicionales.

Al compararse los datos registrados en el cuadro 5 se puede observar variaciones en
los resultados de actividad antioxidante por el método DPPH y ABTS, en ambos
meétodos se aprecia que Haematoxylum brasiletto y Ficus obtusifolia son las plantas
que presentan la mayor actividad antioxidante de las plantas evaluadas, sin embargo,
existe una variacion en los resultados que se debe a la naturaleza del radical: ABTS
es un radical catién que se reduce mediante la donacidén de electrones por parte del
antioxidante, lo que genera una decoloracion durante el ensayo el cual se puede
cuantificar espectrofotométricamente, esta caracteristica intrinseca del radical hace

que la reduccion del mismo sea relativamente rapido (5 minutos) durante la exposicion
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al antioxidante, sin embargo es susceptible a cambios en su conformacion quimica por
factores externos como la temperatura y la luz. En cambio, el método del radical DPPH
se basa en la donacion de un proton para estabilizar a un electrén que se encuentra
deslocalizado en toda la molécula, esta caracteristica quimica del DPPH lo hace mas
estable y relativamente menos susceptible a factores extrinsecos como la temperatura
y la luz, al mismo tiempo la reduccién del radical es mas lenta durante el ensayo (30
minutos) cuando se expone al agente antioxidante; esta diferencia entre ambos
radicales hace que los experimentos evaluen dos caracteristicas diferentes en cuanto
el mecanismo de accion de los antioxidantes, por lo que el valor de los resultados

puede variar de un método a otro (Meléndez, et al., 2014; Zenbio, 2010).

Cuadro 5 Actividad antioxidante de extractos y fracciones de P. laticuspis, H.
brasilletto y F. obtusifolia mediante los ensayos de DPPH y ABTS+

Planta DPPH ABTS*
CE50 CESO
(ng/mL ) (ng/mL )
Phyllonoma laticuspis
Extracto etandlico 420.0+£10.9 1139.56 + 55.9
Fraccion hexanica 311.0+20.3 843.89 £ 64.9
Fraccién diclorometano 342.0+25.8 927.91 £ 97.3
Fracciéon acetato de etilo 155.0 £ 19.3 420.64 * 35.9
Haematoxylum brasiletto
Extracto etandlico 83.0+3.7 225.2+19.9
Fraccion hexanica 347.0+5.1 941.48 + 38.9
Fraccién diclorometano 63.0+6.3 1709+ 11.3
Fracciéon acetato de etilo 60.0 + 3.3 162.8 £ 21.9
Ficus obtisifolia
Extracto etandlico 920+1.9 2496 + 31.6
Fraccion hexanica 211.0+ 3.7 572.5+451
Fraccién diclorometano 242.0+£9.9 656.6 +47.9
Fracciéon acetato de etilo 55.0£1.5 149.2 £ 09.2
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Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa de los extractos en las lineas celulares A549, RAW
264.7 y L929 se evaluo utilizando el ensayo MTT, que demuestra la actividad
mitocondrial de las células y se usa habitualmente como medida de la viabilidad
celular. Los resultados se muestran en el cuadro 6.

El extracto de F. obtusifolia mostré la mayor actividad antiproliferativa de una
manera dosis dependiente, con mayor actividad contra las células A549 y RAW 264.7
(IC50 89.31 + 6.78 pg/mL y 48.23 + 1.50 pug/mL, respectivamente), seguido por el
extracto de H. brasiletto con valores de 106.57 + 8.14 y 58.10 £ 3.11 ug/mL frente a
A549 y RAW 264.7 respectivamente. El extracto de P. laticuspis no mostro evidencia
de actividad antiproliferativa a la concentracion maxima evaluada.

Para determinar si los extractos tenian citotoxicidad inespecifica en cualquier
tipo de célula, también se probd el efecto sobre el crecimiento de L929, una linea
celular no cancerosa de tejido conectivo subcutaneo. En esta linea celular, el extracto
de H. brasiletto mostré una ICso de 61.57 + 7.90 ug/mL, F. obtusifolia de 94.87 + 4.43
ug/mL y P.laticuspis no mostré evidencia de actividad antiproliferativa a la
concentracion maxima ensayada de 400 ug/mL (Cuadro 6)

Se evaluaron otras fracciones de diferentes extractos, en las que la fraccion de
diclorometano de H. brasiletto mostro la actividad mas antiproliferativa con valores de
22.57 + 0.86 pg/mL, 23.87 £ 0.84 ng/mL y 30.89 £ 0.84 ug/mL frente a A549, L929 y
RAW 264.7, respectivamente. P. laticuspis no mostré actividad antiproliferativa
significativa en las concentraciones evaluadas en este estudio.

Ademas de la actividad antiproliferativa significativa, como se mencioné
anteriormente, la fraccion de diclorometano de H. brasiletto presento la mejor actividad
antioxidante. Los eventos de dafio celular oxidativo se correlacionan a menudo con el
estrés oxidativo, de modo que la presencia de ambas propiedades en este extracto
podria ser beneficiosa con fines preventivos o terapéuticos. Dado que los resultados
preliminares aqui presentados son muy prometedores, es muy importante explorar el

aislamiento de compuestos puros responsables de estas actividades.

23



Cuadro 6 Actividad Antiproliferativa de extractos y fracciones de P. laticuspis, H.
brasiletto y F. obtusifolia en tres lineas celulares, mediante el ensayo de MTT.

Planta ICs0a £ SD
(ng/mL)

A549 RAW 264.7 L 929
Phyllonoma laticuspis
Extracto etandlico b b b
Fraccion hexanica b b b
Fraccion diclorometano b b b
Fraccion acetato de etilo b b b
Haematoxillum brasiletto
Extracto etandlico 106.57+8.14 58.10+3.11 61.57+7.90
Fraccion hexanica b b b
Fraccion diclorometano 22.57%+0.86 23.87+0.84 30.89+0.84
Fracciéon acetato de etilo 84.8316.68 42.60+1.34 55.54+0.83
Ficus obtisifolia
Extracto etandlico 89,31 +6,78 48.23+1.50 94.87+4.43
Fraccidon hexanica 48.13 +4.84 42.21+2.11 57.28+3.65
Fraccion diclorometano 78.02 ;_L 11.2 51 .71J_rb1 .32 59.O1J_rb1 .39

Fraccion acetato de etilo

a 50% Concentracion inhibitoria.
b —=1Cs, > 400 g/mL

Flavonoide aislado del extracto de etanol de H. brasiletto

La purificacion de la fraccidn de diclorometano de un extracto etandlico del
duramen de H. brasiletto condujo al aislamiento de un compuesto conocido: brazilina,
(C16H1405)(6aS,11bR)-7,11b-Dihidro-6H-indeno[2,1-c]Jcromeno-3,6a,9,10-tetrol (Fig.
4), caracterizado por sus datos espectroscopicos (1H RMN, RMN *C, DEPT, COSY,
HSQC, HMBC y IR, Anexos 1 al 5) y por comparacién con los valores publicados
(cuadro 7), este compuesto se describié previamente (Craig, et al., 1965).

El neoflavonoide brazilina, ha sido previamente aislado de H. brasiletto
(Sanchez-Marroquin, et al., 1958, Pratt y Yuzuriha, 1959) y Caesalpinia sappan
(Nguyen, et al., 2005).

Rivero-Cruz (2008) reportd que crecimiento de

la brazilina inhibid el

Staphylococcus aureus 375, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus
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faecium 379. Ademas, la brazilina se describié como inhibidor de enzimas NO sintasa
(Sasaki, et al., 2007), xantina oxidasa (Nguyen, et al., 2005), proteina quinasa C (Kim,
et al., 1998) y aldosa reductasa (Moon, et al., 1985). Sin embargo, no hay informes de

investigacion de actividad antiproliferativa inducida por brazilina en lineas celulares.

Cuadro 7 Datos de analisis espectroscopicos de brazilina

Cne ¥c? "H® (m, J en Hz)

1 131.35 7.17 (dd, 8.3, 0.8)
1a 115.58

2 112.45 6.70 (s)

3 157.86

4 109.96 6.46 (dd, 8.3, 2.5)
4a 155.72

6 78.09 3.68 (d, 11.3) 3.92(d,

11.3)

6a 70.87

7 4292  2.76(d, 15.7)3.01 (d, 15.5)
7a 132.21

8 112.86 6.59 (s)

9 137.46

10 145.34

11 104.28 6.28 (d, 2.5)
11a 145.65

12 51.00 3.95 (s)

®Los desplazamientos quimicos (8) son expresados en (ppm). Espectro
realizado con CD3;OD a 100.6 MHz
® Los desplazamientos quimicos (8) son expresados en (ppm). ,
multiplicidad (m) constante de acoplamiento en Hertz (Hz). Espectro
realizado con CD3;OD a 400 MHz.
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Figura 4.- Estructura quimica del flavonoide brazilina

Actividad antiproliferativa de Brazilina

Se evalué el flavonoide aislado de la fraccion de diclorometano de H. brasiletto
en sus efectos sobre la proliferacion de un panel de seis lineas celulares de cancer
humano (A549, LS180, H1299, Hela, SiHa y MDA-MB-231) y una linea no cancerosa
(ARPE-19). El agente quimioterapéutico de amplio espectro, la doxorrubicina, se
incluyd como control positivo y con fines de comparacion, debido a que puede inducir
la apoptosis para la intercalacion en el ADN vy la interrupcion de la reparacion del ADN
de la topoisomerasa Il (Thorn, et al., 2011). Los resultados se presentan en el cuadro
8y Fig 5.

Se evalud la actividad antiproliferativa de brazilina (cuadro 8), resultando que
produce un efecto inhibidor moderado sobre el crecimiento en las lineas celulares
humanas, SiHa, MDA, A549 y H1299 con valores de ICso de 44.29, 48.69, 45.44 y
48.73 uM, respectivamente. En LS180 y HelLa se observé un efecto bajo a 1C5p 62.21
y 71.96 uM, respectivamente. Brazilina mostré un efecto antiproliferativo moderado
sobre la linea celular no cancerosa ARPE-19 con valores de ICsy de 37.94 uM, lo que
sugiere que la actividad antiproliferativa de brasilina es de tipo no selectivo.

Se han descrito los flavonoides con efecto antiproliferativo, como la
kaempferitrina y la curcumina (Alonzo-Castro, et al., 2013). Se sabe que ROS,

incluyendo el anidén superoxido, el peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo, son
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conocidos por mediar la apoptosis inducida por algun cancer quimiopreventivo Y
agentes terapeéuticos (Davis, et al., 2001). Ademas, la curcumina induce la
hipometilacién del promotor miR-203 y la posterior regulacion positiva de la expresion
de miR-203. Esto conduce a la regulacion negativa de los genes objetivo de miR-203
Akt2 y Src que culmina en la disminucidon de la proliferacién y el aumento de la
apoptosis de las células de cancer de vejiga (Saini, et al., 2011). Kaempferitrin
probablemente induce tanto la transcripcion independiente y las vias dependientes de
p53 porque regula las proteinas proapoptéticas y regula las proteinas antiapoptoticas.
Ademas, se ha descrito que un aumento en los niveles de p53 conduce a la detencién
del ciclo celular en la fase G1 (Haupt, et al., 2003).

Sin embargo, la brazilina es mas activa que otros compuestos, como el 5-
fluorouracilo, usualmente usado en terapia clinica antitumoral a ICsp mayor que 100
MM en Hela, y también otros productos naturales aislados de propoleos de Sonora en
México, como el CAPE, Galangina, xantomicrol, exhiben una 1C5,260 yM en lineas
celulares HeLa y A549 (Torres-Moreno, et al., 2015). Por otra parte, la kaempferitrina,
aislada de Justicia spicigera, presenta ICso mayor que 45 uM en HelLa (Alonzo-Castro,
et al., 2013).

Cuadro 8 Actividad antiproliferativa in vitro de brazilina en siete lineas celulares
mediante el ensayo de MTT.

Lineas celulares ICsp (uM)

A549 LS 180 H1299 Hela  SiHa MDA  ARPE19

Brazilina 45.4+3 62.2+3 48.7x2 71.9+2 4431 48.7+x2 37.910.7

Doxorrubicina 8 3+02 4.7+03 6.5308 5.6£02 4.1x01 4.6£0.4 7.8+0.6

IC50 valores representan la media y desviacion estandar (+SD; n = 3) de tres experimentos
independientes.
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Figura 5.- Actividad antiproliferativa de brazilina en lineas celulares SiHa,
MDA-MB-231, HeLa, A549, ARPE-19, LS 180 y H1299.

Las comunidades rurales utilizan como patrimonio cultural a H. brasiletto para
padecimientos del sistema cardiovascular, hipertension, males renales, malestares
digestivos, mal de los dientes, ulceras gastricas y cancer (Argueta, 2004) éstos
padecimientos estan relacionados con el desbalance de radicales libres en el
organismo a consecuencia de la contaminacién ambiental, la exposicion a radiaciones
ionizantes, el tabaco, los medicamentos, los aditivos quimicos en alimentos
procesados y algunos xenobioticos como plaguicidas, herbicidas y fungicidas (Finkel-
Holbrook, 2000), los resultados obtenidos muestran que H. brasileffo contiene

metabolitos con actividad antioxidante y dado que los antioxidantes juegan un papel
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importante en la prevencion y tratamiento de patologias que involucran el estrés
oxidativo incluyendo al cancer (OMS, 2015) por lo que el uso empirico por parte de
las comunidades es adecuado. Los resultados obtenidos, muestran que H. brasiletto
contiene el flavonoide Brazilina, y éste metabolito tiene una actividad antiproliferativa
importante en las lineas celulares cancerosas estudiadas (cuadros 6 y 8, fig 5), por lo
que el consumo de esta planta por parte de las comunidades rurales puede prevenir y
combatir problemas de cancer, por esta razén la importancia del presente trabajo, en
la dilucidacién de la actividad antiproliferativa y antioxidante de tres especies
vegetales, rescatando el patrimonio natural y cultural de la region de la montafia de
Guerrero.

Ficus obtusifolia y Haematoxylum brasiletto, son recursos que se encuentran
distribuidos en el territorio mexicano (Argueta, 2004) lo que permite tener dichos
recursos disponibles, ademas debe preverse un plan de manejo de estas especies
para no sobreexplotar estas especies en caso de utilizarlas de manera extensiva para
no ocasionar desequilibrio en los ecosistemas.

En el caso de Phyllomona laticuspis, sus extractos no mostraron actividad
antioxidante ni actividad antiproliferativa significativa (cuadros 5 y 6) en las
concentraciones evaluadas en este estudio; sin embargo debe tener especial atencién
en su uso ya que esta especie se encuentra en una distribucion limitada en bosques
de pino-encino en la sierra de Guerrero (CONABIO, 2009) asi como en la lista roja de
la International Union Conservation Nature (IUCN), y en la Norma Oficial Mexicana-
059- SEMARNAT-2010 (NOM-059-SEMARNAT-2010) en la categoria como especies
en peligro de extincion.

Se sugiere profundizar en investigaciones con el flavonoide brazilina para
determinar el tipo de muerte celular y las vias de sefalizacion que se encuentran
implicadas en dicho proceso. También purificar las fracciones hexanica y de acetato
de etilo de F. obtusifolia, para caracterizar los compuestos responsables de la actividad

antiproliferativa y antioxidante respectivamente.
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IX. CONCLUSIONES

El extracto etandlico del duramen de la madera de Haematoxylum brasiletto presentd

tanto actividad antioxidante como antiproliferativa.

Se aislé e identificdé a brazilina como el compuesto responsable de la actividad
antiproliferativa en las lineas celulares A549, LS180, H1299, HelLa, SiHa y MDA-MB-
231.

La mayor actividad antiproliferativa de Brazilina se observo en la linea celular SiHa, y

A549 con valores de ICsy de 44.29 y 45.44 uM, respectivamente.

Ficus obtusifolia presentd actividad antioxidante en la fraccion de acetato de etilo, y

actividad antiproliferativa en la fraccion hexanica.

El extracto y fracciones de Phyllonoma laticuspis no presentaron evidencia actividad

antioxidante ni antiproliferativa, con la metodologia utilizada.

El conocimiento empirico y cultural de los pueblos originarios en el uso de plantas
medicinales como H. brasiletto, F. obtusifolia y P.laticuspis que se ha preservado hasta
nuetros dias, para la prevencion y curacion de diversas enfermedades; se comprueba
mediante esta investigacion que el consumo de H. brasiletto, F. obtusifolia es

adecuado y recomendado como antioxidante y antiproliferativo
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Anexo 1 Espectro de "H a 400 MHz
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Anexo 3 Espectro del experimento HMBC a 400 MHz
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Anexo 4 Espectro del experimento COSY a 400 MHz
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Anexo 5 Espectrometria de masas
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