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RESUMEN

La especie Verbesina persicifolia es una planta considerada maleza sobre la cual
recientemente se han descrito algunos efectos biolégicos. En este contexto, en un estudio
previo del mismo grupo de trabajo se encontré que un extracto de las hojas de V. persicifolia
presentd efecto citotdxico. Por ello, surgio el interés de establecer el potencial citotéxico de
la especie y se planted en el presente trabajo, llevar a cabo la evaluacidn citotoxica del
extracto de la raiz de Verbesina persicifolia. Se decididé hacer la evaluacion sobre tres lineas
celulares de cancer de mama, una linea de cancer cervicouterino y una linea de células
epiteliales de mama, no tumorogénica.

Se encontr6 que el extracto diclorometanico, presentd mejor efecto citotdxico con
porcentajes de inhibicion por arriba del 90% en cada una de las diferentes lineas evaluadas.
Este resultado, llevod a realizar un fraccionamiento del extracto y seleccionar seis fracciones
que cubren el perfil cromatografico. Las fracciones con compuestos de menor polaridad no
presentaron inhibicién en la proliferacion celular. Solo una de las fracciones, denominada F4
mostré actividad citotoxica, aunque fue menor la actividad mostrada, comparativamente con
el extracto total. EI analisis cromatografico en capa fina de esta fraccién, sugirid la
presencia de al menos tres compuestos mayoritarios. Por lo que se aplicaron diferentes
procesos cromatograficos para separar a éstos componentes y llevar a cabo su evaluacion
sobre lineas celulares.

Se aislaron tres compuestos y dos de ellos fueron evaluados sobre las diferentes lineas
celulares. Se observo, entonces que uno de ellos presentd un efecto mayor sobre la linea
celular T-47D, con un valor de I1C5, de 2.5 pg/mL. Esto sugiere que algunos compuestos del
extracto parecen actuar de manera sinérgica. Aunque existe un compuesto que presenta la
mayor actividad citotéxica. Al encontrar a este posible principio activo, se planteé determinar
el tipo de muerte celular que induce, obteniéndose que hay un porcentaje importante de
apoptosis.

Los compuestos aislados del extracto, fueron caracterizados espectroscopicamente para
establecer su naturaleza y estructura. Obteniendo como resultado que éstos son derivados

sesquiterpenicos con un esqueleto base de eudesmano.



ABSTRACT

The species is a plant Verbesina persicifolia considered weeds upon which recently
described some biological effects. In this context, in a previous study of the same working
group it found that an extract from the leaves of V. persicifolia presented cytotoxic effect.
Therefore, it arose the interest of establishing the cytotoxic potential of the species and was
raised in this work, to carry out the assessment cytotoxic root extract of Verbesina
persicifolia. It was decided to make the assessment on three cell lines of breast cancer,
cervical cancer line and a line of breast epithelial cells, non-tumorigenic.
It was found that the extract dichloromethanic presented better cytotoxic effect with inhibition
percentages above 90% in each of the different lines evaluated. This result led to make a
fractionation of the extract and select six fractions covering the chromatographic profile.
Fractions with less polar compounds showed no inhibition in cell proliferation. Only one of the
fractions, named F4 showed cytotoxic activity, although activity was lower that shown
comparatively with the total extract. Chromatographic analysis of this thin layer fraction,
suggested the presence of at least three major compounds. So different chromatographic
processes were applied to separate these components and carry out its evaluation of cell
lines.

three compounds were isolated and two of them were tested on different cell lines. It was
noted then that one of them had a greater effect on T-47D cell line with an I1Cs, value of 2.5
pug/mL This suggests that some compounds appear extract act synergistically. Although a
compound having greater cytotoxic activity. Possible to find this active ingredient was raised
determine the type of cell death inducing give that a significant percentage of apoptosis.
Extract isolated compounds were characterized spectroscopically to establish its nature and
structure. Resulting in that these are sesquiterpene derivatives having eudesmane base

skeleton



1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiacas causan mas muertes en todo el mundo, ademas de otros
problemas sanitarios, como la malnutriciéon y las enfermedades parasitarias. Sin embargo,
en el contexto de la biologia celular, el cancer tiene una importancia Unica ya que la familia
de enfermedades agrupadas bajo este titulo refleja alteraciones de las pautas de
comportamiento mas fundamentales de las células en un organismo pluricelular (Bruce,
2002).

En México en 2012, se estim6 que 16 de cada 100,000 mujeres murieron a causa del cancer
de mama, de este modo fue la segunda causa de muerte en ese afio (INEGI, 2014). Su
incidencia se incrementa rapidamente con la edad desde que comienza la menstruacion
(Gewefel y col., 2014). La mayor prevalencia ocurre en mujeres mayores de cincuenta afos;
aunque en los ultimos afios esta aumentando la incidencia en mujeres jovenes, por lo que

esto mantiene preocupado al sector salud (Hussein y col, 2013).

Para poder contrarrestar este problema de salud existen una gran diversidad de
tratamientos, pero muchas veces dentro de la evolucién de la enfermedad se presenta
quimioresistencia, por esa razén es necesaria la busqueda de nuevos agentes para

tratamiento de dicha enfermedad.

La busqueda incesante de nuevos farmacos, conduce a numerosas investigaciones en todo
el mundo. Lamentablemente, no todas se pueden ver reflejadas en un hecho palpable a
corto plazo. Nuestro trabajo de investigacion nos permite evidenciar una vez mas el
potencial que tienen las plantas para sintetizar una gran diversidad de metabolitos y sus

innumerables aplicaciones bioldgicas.

Existen innumerables reportes sobre el potencial citotoxico de las plantas, y ejemplo de ello
es el taxol, un farmaco muy conocido, ampliamente utilizado en la quimioterapia. Este
compuesto fue aislado hace mas de cincuenta afos de Taxus brevifolia y su aprobacién

como agente quimioterapéutico, fue en la década de los 80.

Respecto a la especie de estudio del presente trabajo: Verbesina persicifolia, existen pocos
estudios sobre su potencial citotoxico. No obstante, al ser parte de la familia de las
Asteraceas, sobre la cual diferentes reportes han mencionado la presencia de compuestos
de origen terpénico con algunas actividades bioldgicas, incluida la citotoxicidad. Lleva a
pensar que ésta especie posea un potencial como fuente de sustancias con actividad

citotoxica.



En el estudio de la raiz de esta especie se pudieron aislar compuestos de tipo sesquiterpeno
y por estudios previos en el grupo de trabajo se ha corroborado que estan presentes en las
partes aéreas de la planta. Se desconocen las funciones de este tipo de compuestos en la
planta, pero probablemente por la similitud estructural con algunas hormonas, ayuden a su

desarrollo.

El extracto de raiz de V. persicifolia mostré cierta selectividad sobre células T-47D sirven de
modelo de estudio en cancer de mama, son células que presentan receptores hormonales y
que son de pronéstico favorable para el paciente. Sin embargo, hay casos que tienen
resistencia al tratamiento, especialmente en el caso de la hormonoterapia, sucede que
algunos farmacos por razones desconocidas promueven mutaciones en la célula y como
consecuencia hay una resistencia al tratamiento. Por esa razdn, se continua en la busqueda

de nuevos agentes.

Uno de los pasos preliminares para esa busqueda es el estudio de la citotoxicidad de
productos naturales y de principio nos permite conocer el potencial de toxicidad de una
planta sobre células cancerigenas. Con ese estudio se puede partir para mas analisis y

proponer sustancias para el tratamiento de esta enfermedad.

De los aspectos a considerar para que un compuesto sea propuesto para el tratamiento de
una determinada enfermedad, es necesario saber el tipo de muerte celular inducida, a la
célula blanco. Mucho se ha hablado de la apoptosis y su importancia en el tratamiento
contra el cancer, por la <<sencilla>> razén que muchas enfermedades son producto de
procesos inflamatorios que a su vez son producidos por una forma desregulada en la muerte
celular o bien necrosis. Retomando el asunto de apoptosis pudimos comprobar mediante
citometria de flujo que los compuestos aislados de esta planta son capaces de inducir este
proceso, por lo tanto, es posible el uso muy a futuro de dichos compuestos como piezas
importantes en el tratamiento contra el cancer. Por demas esta decirlo que se necesitan
muchos estudios para llegar a ese proposito, pero hemos podido sentar las bases para

futuras aplicaciones.



2. ANTECEDENTES

El cancer representa una de las principales causas de muerte, de manera general en el caso
de las mujeres se estima que el cancer de mama y cervicouterino ocupan las 2 primeras
causas a nivel mundial, dependiendo del pais y el afio se alternan el primer lugar. El cancer
es un claro ejemplo donde ha ocurrido una desregulacion en el proceso de muerte de las
células, esto quiere decir que algunas células han alterado su ciclo y proliferan de manera

descontrolada (Hanahan y col., 2000).

Una célula anormal aislada que no prolifere mas que sus vecinas normales no produce
ningun dano significativo, pero si su proliferacion esta fuera de control, producira un tumor o
neoplasia. Sin embargo, si las células neoplasicas permanecen agrupadas en una masa
unica, se dice que el tumor es benigno y generalmente puede conseguirse una curacion

completa extrayendo la masa quirurgicamente.

Las pérdidas de regulacion que dan origen a la mayoria o a todos los casos de cancer se
deben a dafios genéticos. En la aparicion del cancer se han implicado mutaciones en dos
amplias clases de genes: los protooncogenes y los genes supresores de tumores. Los
protooncogenes son activados para volverse oncogenes mediante mutaciones que los

hacen excesivamente activos en la promocion del crecimiento (Gelman 2002).

El cancer suele ser el resultado de mutaciones que aparecen en el curso de la vida durante
una exposicion a los carcindgenos, que incluyen ciertos quimicos y radiacion ultravioleta,
alterando funciones de factores transcripcionales que al ser activados aceleran los procesos
de inflamacidén, metastasis, angiogénesis; entre otros (Subash y col. 2010). Las mutaciones
que lo causan ocurren principalmente en las células somaticas, no en las células de la linea
germinal y estas mutaciones no se transmiten a la siguiente generacién; salvo en el caso de
las mutaciones ocurridas en algunos genes como BRCA1, asociado al cancer de mama.
(McCullough y col., 2007).

Dado que las multiples mutaciones que conducen a la formacién de un tumor pueden
requerir afos para acumularse, la mayoria de los canceres no se presentan en etapas
tempranas de la vida. Su aparicion después de la edad reproductiva puede ser una de las
razones por las que las restricciones evolutivas no hayan desarrollado otras formas para
suprimirlo. A medida que el cancer avanza, el tumor se convierte en un <<organo>>
anormal, cada vez mejor adaptado para el crecimiento y la invasién de los tejidos
circundantes; por esta razoén presentan diferencias morfolégicas, como lo muestra la Figura
1.



Célula normal y cancerosa

Estructura

Normal : Cancer

Cromatina

— Citoplasma amplio —Citoplasma pequeiio
— Nucleo dnico —Multi Nicleos

— Nucleolo Unico —Multi Nucleolos

— Cromatina fina —Cromatina rugosa

Figura 1. Diferencias entre una célula normal y una célula cancerigena.

Las células cancerosas tienen una relacion compleja con la matriz extracelular y la lamina
basal para penetrarla y efectuar la metastasis. A medida que la lamina basal se desintegra,
algunas células tumorales ingresaran en la sangre, pero menos de 1 de cada 10,000 células
que escapan del tumor primario sobreviven para colonizar otro tejido y formar un tumor
metastasico secundario (Ellis y col., 2002). Generalmente la mayoria de las mutaciones
oncogénicas que inducen cancer, se producen en células en proceso de divisién. Cuando
esas mutaciones ocurren en células que no se dividen (por ejemplo, neuronas y células

musculares), casi nunca inducen cancer.

Los tumores ya sean primarios o secundarios, necesitan de nuevos vasos sanguineos para
crecer hasta una gran masa; la mayoria de los tumores inducen la formacién de nuevos
vasos sanguineos que invaden el tumor y los alimentan, este es un proceso que se le llama
angiogeénesis. Los nuevos vasos sanguineos nutren el tumor en crecimiento, le permiten
aumentar el tamafio y, por lo tanto, se incrementa la probabilidad de que produzcan
mutacion. La presencia de un vaso sanguineo adyacente también facilita el proceso de

metastasis (Subash y col., 2010).
2.1 Tipos de cancer de mama y cancer cervicouterino

Los diferentes tipos de cancer van a depender del tejido que afectan y caracteristicas
microscopicas que presenten. En algunos casos un simple tumor puede ser la combinacion

de estos tipos.

El cancer de mama es una enfermedad, evolutivamente compleja, por lo que a pesar de los
avances de la oncologia moderna, es la primera causa de muerte por neoplasias en la
mujer, se estima que alrededor de 500 mil muertes al afo ocurren por esta enfermedad y se
estima que un 70% de estas muertes ocurre en paises en vias de desarrollo (Cardenas-
Sanchez y col., 2013)

El cancer de mama puede ser clasificado segun los diferentes tipos de proteinas que

exprese o bien como receptor de hormonas positivo o triple negativo. Ademas de esta
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clasificacion, esta aquella que involucra, el tamano del tumor, ganglios linfaticos axilares y
metastasis a distancia (Cardenas-Sanchez y col., 2013). De forma general estan aquellos a

los que se les conoce como Carcinoma ductal in situ o intraductal.

2.1.1 Carcinoma ductal in situ

Se considera un grupo heterogéneo de neoplasias caracterizado por la presencia de células
epiteliales malignas que crecen dentro de los conductos mamarios, sin rebasar la membrana
basal. Estos carcinomas son inicialmente sospechados a raiz de un hallazgo mastografico
anormal (microcalcificaciones, masa o un area densa asimétrica) o por la existencia de un

tumor palpable, o secrecion por el pezon.

2.1.2 Carcinoma ductal

Es una lesién poco frecuente y su diagndstico histolégico y diferencial con hiperplasia atipica
requiere la intervencion de patdlogos expertos. En general, no se relaciona con masa
palpable o cambios mastograficos especificos. Esta lesién se considera como un marcador
de riesgo y no como un cancer que evolucione hacia la forma invasora de manera directa.
Esta enfermedad en muchos casos puede ser prevenible gracias al diagndstico en fases
iniciales y a los avances del tratamiento sistémico (Rizzo y col., 2008). Los factores de esta
enfermedad pueden ser diversos, segun el tipo de cancer van a ser los factores de riesgo
(Hulka, 1996).

Existen cuatro tipos de cancer de mama clasificados en un criterio inmuno-histoquimico, en
su perfil deben expresar: receptor de estrégenos/receptor progesterona (ER/PR) y receptor
del factor de crecimiento (Her2/neu), positivos (+) o negativos (-) (Adedayo A. y col., 2008).
Los grupos son:

ER/PR+, Her2+ = ER+/PR+, Her2+; ER-/PR+, Her2+; ER+/PR-, Her2+

ER/PR+, Her2- = ER+/PR+, Her2-; ER-/PR+, Her2-; ER+/PR-, Her2-

ER/PR-, Her2+ = ER-, PR-, Her2+

ER/PR-, Her2- = ER-, PR-, Her2-

2.1.3 Factores de riesgo

Factores hormonales: el cancer de mama es un tumor hormonodependiente, por lo que
cualquier factor que aumente la exposicion a estrogenos, aumenta el riesgo de padecer
cancer de mama. También se ha asociado el estilo de vida al desarrollo del cancer, por
ejemplo, la obesidad genera una mayor predisposicion a desarrollar la enfermedad, debido a
la expresién incrementada de la enzima aromatasa, que participa en la sintesis de
estrogenos endogenos (Serdar y col., 2012). Otro factor de riesgo, son las mutaciones en

los genes BCRA1 o0 BCRA2, se ha reportado que aproximadamente el 13% de las mujeres
10



jévenes del Reino Unido, poseen mutacién en alguno de estos genes, mientras que en
mujeres de 40 a 49 afos se ha observado solo el 2.2%. (Gewefel y col., 2014). Sin embargo
existen mas factores: menarquia precoz, menopausia tardia, primer embarazo tardio y no
lactancia (Samavat y col., 2015). Hasta el momento no hay estudios definitivos con respecto

al papel de los anticonceptivos orales.

Por otra parte, podemos decir que el proceso de metastasis es un proceso complejo con
muchos pasos, entre ellos estan las mutaciones a genes ya relacionados a esta

caracteristica tan interesante del cancer; uno de los mas estudiados es BRCA1.

La invasién de los tejidos no es aleatoria y depende de la naturaleza de la célula y del tejido
invadido. La metastasis se facilita en las células tumorales debido a que producen factores
de crecimiento y de angiogénesis (inductores de crecimiento de vasos sanguineos, como el
factor de crecimiento vascular endotelial VEGF). En afos recientes se ha asociado la

metastasis con la formacion de nuevos vasos linfaticos (Al-Rawi y col., 2004).

Una unica mutacion no es suficiente para convertir una célula sana tipica en una célula
cancerosa que prolifere sin restricciones, porque de ser asi no seriamos organismos viables,
de esta forma es como entran en juego algunos genes conocidos como supresores
tumorales, estos se activan cuando ocurre algun dafio el ADN, ejemplos de estos son: p53,
myc o BRCA1 y BRCAZ2; generalmente su mecanismo de accion, es detener el ciclo celular,

hasta que el dafio sea reparado. (Cardenas-Sanchez y col., 2013)

En la mayoria de tipos de cancer la incidencia se incrementa drasticamente con la edad. Un
carcinégeno que induce una mutacion desencadenara un cancer, de esta forma se dice que
actua como un iniciador tumoral. La exposicion repetida a ciertas sustancias conocidas
como promotores tumorales, que en si mismos no son mutagénicos, pueden producir cancer

en un tejido que previamente ha sido expuesto a un iniciador tumoral.

Sigue siendo dificil identificar los factores ambientales especificos del riesgo o establecer
como actuan. Ciertamente, algunos factores actian como iniciadores tumorales
mutagénicos, provocando directamente un cambio genético; otros probablemente actuen
como promotores tumorales, ayudando a aumentar la poblacién de las células, a través de
sucesivas mutaciones, hasta conseguir un cancer en pleno desarrollo. Por ello se considera
que los agentes cancerigenos del humo del tabaco, el consumo de alcohol, el uso de
hormonas exdgenas, la obesidad; etc. (Chajés y col.,, 2013), pertenecen a la primera
categoria. Mientras que las hormonas reproductoras que circulan en el organismo durante
diferentes etapas de la vida en la mujer podrian pertenecer a la segunda categoria (Samavat
y col., 2015).
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Las células cancerosas pueden ser extirpadas quirurgicamente o destruidas con agentes
citotéxicos o con radiacion, pero es dificil erradicar todas y cada una de ellas. La cirugia
raramente puede destruir todas las células y los tratamientos que matan a las células
cancerosas generalmente son toxicos para las células normales. Ademas, puede ocurrir el
resurgimiento de la enfermedad; a diferencia de las células normales, pueden desarrollar
resistencia a los toxicos utilizados en su contra. En algunos casos, tratamientos efectivos,
estan basados en el entendimiento de las causas de un tipo especifico de cancer. Por
ejemplo, los estrogenos parecen actuar como promotores naturales del cancer de mama vy el
tratamiento con un antagonista de estrogenos, como el farmaco tamoxifeno, es efectivo en
la mayoria de pacientes de cancer de mama, evitando o retardando la recurrencia de la

enfermedad (Yang y col., 2013).

Un gran problema del tratamiento contra el cancer es como matar selectivamente las células
cancerosas. Algunos tipos de células cancerosas son especialmente vulnerables al ataque
selectivo porque dependen de hormonas especificas o porque sus superficies tienen

caracteristicas quimicas no usuales que pueden ser reconocidas por anticuerpos.

2.1.4 Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu), es un problema de salud publica, que pese a ser un
modelo de prevencidn del cancer, es la segunda causa de cancer mas comun en México y
la tercera causa de muerte en todo el mundo (Cetina y col., 2014). El cancer cervicouterino
(CaCu) ocupa el tercer lugar en tasas de incidencia a nivel mundial, con un estimado de
530,000 nuevos casos en 2008 (tasa de mortalidad global de 15 por 100,000 mujeres). Mas
del 85% de la carga global ocurre en paises en desarrollo (Torres-Poveda y col., 2014). Sin
embargo, en paises que poseen una economia consolidada, se ha visto una importante
reduccién en los casos de incidencia por CaCu, siendo asi 10 casos por cada 100,000
mujeres. Caso contrario, en paises de América Latina y el Caribe, las tasas anuales de
CaCu se mantienes altas, con un indice de 20 casos por cada 100,000 mujeres (Lewis,
2004).

2.1.5 Asociacion del Virus de Papiloma Humano (VPH) y cancer

La prevalencia, a nivel mundial, del VPH en mujeres con citologia normal es
aproximadamente de 10%, lo cual indica que es una de las enfermedades de transmisién
sexual (ETS) mas recurrente. El VPH 16 es el genotipo mas comun y contribuye con 50-55%
de los casos de CaCu (Torres-Poveda y col., 2014). Numerosos estudios epidemiolégicos y
moleculares establecen la infeccion persistente con el Virus del Papiloma Humano (VPH)
como causa necesaria para el desarrollo del CaCu (Tomassino, 2014). Alrededor de 200

tipos de papiloma virus han sido identificados. Todos los tipos de VPH son virus
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epiteliotropicos que pueden ser clasificados en su capacidad de infectar la mucosa o
queratinocitos cutaneos (Conway y col.,, 2009). El virus del papiloma humano tiene un
tamafno aproximado de 50-55 nm, esta compuesto por dos proteinas L1 y L2 encapsulando
un ADN de doble cadena circular con una longitud de 8,000 pares de bases (bp), que
codifica para 7-9 genes (Tomassino, 2014). Las proteinas L1 y L2 son las que albergan el
genoma viral (Figura 2). (Manzo-Merino y col., 2014) El pronostico del CaCu esta
determinado por el tamafo tumoral, extension de la invasién miocervical, invasion
parametrial, extensién de la pared pelviana, afectacion de los ganglios linfaticos y presencia

de metastasis a distancia (Machado-Reyes y col., 2014).

\CR

VPH 16

7905 pb

Figura 2. Organizacion del genoma del virus del papiloma humano.

El genoma viral esta constituido por DNA circular de doble hebra de aproximadamente 9Kb
(dependiendo del tipo viral). Esta dividido en tres regiones: LCR (regién larga de control);
region temprana (E) que codifica las oncoproteinas y proteinas que regulan la transcripcion
y la regién tardia (L) que codifica para las proteinas de la capside (Manzo-Merino y col.,
2014).

2.2 Muerte celular y su desregulacion en el cancer

La muerte celular es un proceso crucial para conservar el equilibrio en un organismo, por
ejemplo en el desarrollo embrionario y cuando ésta se ve afectada, se presentan diferentes
complicaciones. Las anormalidades ocurridas en la regulacion de la muerte celular pueden
ser componentes significativos, para enfermedades como cancer, sindrome linfo-proliferativo
autoinmune, SIDA, isquemia y enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo Parkinson,

Alzheimer, Huntington, entre otras (Elmore, 2007)

Durante el desarrollo normal muchas células estan disefiadas para la muerte celular
programada, también conocida como apoptosis. Muchas alteraciones, incluidos los errores
en la mitosis, el dafio del DNA y un exceso de células no necesarias para el desarrollo de un
organo en funcionamiento, también pueden desencadenar la apoptosis. El cancer es un
ejemplo donde los mecanismos normales del ciclo celular son disfuncionales, con una

sobreproliferacion de células (King y col., 1998).
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De hecho, la anulacion de la muerte celular o apoptosis durante la carcinogénesis se piensa
que juega un papel importante en la progresion y desarrollo de algunos tipos de cancer (Kerr
y col., 1994). Existen diversos mecanismos por los cuales las células tumorales evaden el

proceso de apoptosis.

Las células tumorales pueden adquirir resistencia a la apoptosis por la expresién de
proteinas anti-apoptoticas, tal como Bcl-2 o por la desregulacién o mutacién de proteinas
pro-apoptoticas como Bax. Estas proteinas son reguladas por la expresion del gen supresor
tumoral p53 (Miyashita y col., 1994). El supresor tumoral p53 es un factor de transcripcion
que regula el ciclo celular y estd ampliamente mutado en la tumorogénesis humana (Wang y
col., 1997). El gen p53 puede ser dafiado por radiacion, agentes quimicos y virus tales como

virus del papiloma humano (VPH) (Cetina y col, 2014)

2.3 Mecanismos de Apoptosis

Los mecanismos de apoptosis son altamente complejos y sofisticados, implicando una
cascada de eventos moleculares dependientes de energia (Elmore, 2007). Hasta el dia de
hoy se conocen dos principales rutas de apoptosis: la via intrinseca o ruta mitocondrial y la
via extrinseca o ruta de receptores de muerte. Convergen en una ruta de ejecucioén, que es
la activacién de la caspasa 3, dando como resultado la fragmentacion del ADN, degradacion
del citoesqueleto y proteinas nucleares, formacién de cuerpos apoptdticos, expresiéon de

ligandos, etc. (Martinvalet y col., 2005)

Las caspasas son sintetizadas como proenzimas inactivas las cuales son activadas cuando
se les une un residuo de acido aspartico, Asp (Cohen 1997). Estas enzimas tienen actividad
proteolitica y son capaces de escindir proteinas en residuos de acido aspartico. Hasta la
fecha se han identificado diez principales tipos de caspasas y estas estan clasificadas en:
iniciadoras (caspasa-2,-8,-9,-10), efectoras o ejecutoras (caspasa-3,-6,-7) y caspasas
inflamatorias (caspasa-1,-4,-5) (Cohen, 1997; Nirendra y col., 2005). Otra caracteristica
bioquimica importante a tomar en cuenta, es la expresion de marcadores de superficie
celular, que resultan en el reconocimiento temprano de células apoptéticas para su
fagocitosis. Un marcador muy bien conocido es la externalizacion sobre la superficie celular
de la fosfatidilserina (Elmore, 2007). Algunas investigaciones indican que Fas, la caspasa-8
y caspasa-3 estan involucradas en la regulacion de la externalizacion de la fosfatidilserina

(Ferraro-Peyret y col., 2002).
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a. Ruta intrinseca
Esta ruta se caracteriza por los cambios que suceden a la membrana mitocondrial, lo que da
como resultado una permeabilidad de ella y una pérdida del potencial de membrana
(Saelens y col., 2004). Para llevar a cabo dicha via se une la procaspasa-9 al factor de
activacion de apoptosis, Apafl; asi como al Citocromo ¢ formando un apoptosoma
(Chinnaiyan, 1999).

El control y la regulacion de éstos eventos apoptoéticos ocurridos en la mitocondria, estan
dirigidos por miembros de la familia de proteinas Bcl-2 (Cory y col., 2002). Algunas de las
proteinas pro-apoptéticas son Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad; entre otras. Se piensa que el
principal mecanismo de accién de las proteinas Bcl-2 es la regulacion del Citocromo C
(Elmore, 2007).

Puma y Noxa son dos miembros de la familia de las proteinas Bcl-2 que estan también
involucradas en la proapoptosis. Puma tiene un papel importante en la apoptosis mediada
por p53. Noxa es también un candidato mediador de la apoptosis inducida por p53. Algunos
estudios sefalan que puede estar localizada en la mitocondria e interactua con miembros de
la familia Bcl-2, dando como resultado la activacién de la caspasa-9 (Oda y col., 2000). La
oncoproteina Myc también se ha reportado que potencia la apoptosis a través de

mecanismos dependientes e independientes de p53 (Meyer y col., 2006).

b. Ruta extrinseca

La ruta de sefalizacion extrinseca involucra a receptores transmembranales. Dentro de
estos receptores hay algunos que pertenecen a la familia de los factores de necrosis tumoral
TNF (Locksley y col., 2001). Estos dominios transmembranales, son ricos en cisteina, a su
vez poseen un dominio citoplasmatico, nombrado como dominio de muerte (Elmore, 2007).
Hasta el momento se han caracterizado algunos ligandos con sus respectivos receptores,
incluidos FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 y Apo2L/DR5 (Ashkenazi y
col., 1998). Una vez unido el ligando a su receptor dentro de la membrana, se forma un
complejo denominado Dominio de Muerte Asociado a Fas (FADD por sus siglas en inglés),
en dicho complejo se encuentra un segundo dominio conocido Dominio Efector de Muerte
(DED), teniendo la capacidad de activar a la pro-caspasa-8, ahora este nuevo complejo
recibe el nombre de Complejo de Sefalizaciéon de Induccién de Muerte (DISC) (Arnelle y col,
2008). Una vez creado este complejo se da paso a la activacién de la caspasa-3, dando

inicio al proceso de apoptosis.
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c. Ruta de ejecucion

Las caspasas de ejecucién activan endonucleasas citoplasmaticas, las cuales degradan
material nuclear y proteasas que degradan proteinas del nucleo y del citoesqueleto. La
caspasa-3, caspasa-6 y caspasa-7 pueden actuar como ejecutoras. La caspasa-3 puede ser
activada por cualquiera de las caspasas iniciadoras (caspasa-8, caspasa-9 o caspasa-10).
Dicha caspasa puede inducir reorganizacion del citoesqueleto y desintegracion de las

células dentro de cuerpos apoptoéticos (Elmore, 2007).

2.4 Métodos para la deteccion de Apoptosis

El proceso de apoptosis, se caracteriza por los cambios que sufren las células en su
morfologia, otra caracteristica es la disminucion del potencial de membrana, activacion de
caspasas, fragmentacion del ADN; entre otras (Cohen, 1997; Hacker, 2000; Elmore, 2007;
Liu y col., 2014). Existen diversos métodos para la deteccion de apoptosis los cuales van
desde el analisis de la morfologia celular, deteccidon de activacion de caspasas, alteraciones

en membrana; por mencionar algunas.

El analisis de la morfologia celular por medio del uso de microscopias por ejemplo
microscopia electronica de transmisién, son otra via de deteccién de apoptosis. (Elmore,
2007). Por otra parte, otro de los ensayos para determinar la induccion de apoptosis, se
basa en la deteccién de caspasas por medio de ensayos fluorurométricos y colorimétricos
(Gurtu y col., 1997).

La muerte celular apoptética esta acompanada por un cambio en la estructura de la
membrana plasmatica por la exposicion superficial de fosfatidilserina (Engeland y col., 1998)
por lo que esta condicion facilita la caracterizacion de este tipo de muerte celular. De esta
forma existen metodologias para la deteccion de dicho fosfolipido, basadas en la deteccion
de la sefal fluorescente emitida por la conjugacion de un anticuerpo (Anexina-V) con un
fluorocromo, cuando el anticuerpo se une a la fosfatidilserina esta sefal puede ser detectada
bien por microscopia de fluorescencia o por citometria de flujo. Estas técnicas son de gran
sensibilidad porque pueden detectar hasta una sola célula que esta en proceso de apoptosis
(Elmore, 2007).

2.5 Tumores malignos segtn el sexo en la poblacién de 20 afos y mas en México
Morbilidad

Los tumores malignos que padece la poblacién adulta son diferentes segun el sexo. En 2001
para los hombres, la principal causa de morbilidad hospitalaria por cancer se debi6 a las

neoplasias en oérganos digestivos (22.4%); le siguen los tumores en organos genitales
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(18.9%), siendo el de prostata el mas frecuente; y los de 6rganos hematopoyéticos (11.9%).
En tanto en las mujeres, la principal causa de ingreso hospitalario por tumores malignos se
debe al cancer de mama (26.3%); le siguen las neoplasias en 6érganos genitales (14.3%) del

cuello del utero y del cuerpo del utero principalmente; y de los érganos digestivos (13.6%).

De los egresos (morbilidad hospitalaria) por cancer en 6rganos digestivos, entre los varones
de mas de 20 afos, 24.1% correspondieron a personas de entre los 5y 59 afios y 23.3% de
65 y 74 afos. Para el caso de los egresos por tumores malignos de los 6rganos genitales,
27.7% tenian entre 20 y 29 afios y 20.7% de 65 y 74 afios; de las neoplasias de 6rganos
hematopoyéticos (principalmente leucemia linfoide y mieloide), 22.2% son varones de 20 y
29 afios y 17.3% de 30 a 39 afos.

Para las mujeres el cancer de mama es la primera causa de morbilidad hospitalaria, de ellas
56.1% son mujeres de 40 a 59 afios; situacion similar se observa para el cancer de érganos
genitales, 52.9% son de 40 a 59 afos; respecto al cancer en 6érganos digestivos, son
mujeres de 50 a 59 afios y de 65 a 74 afios quienes lo presentan con mayor frecuencia (26.1

y 21.1% respectivamente).

La tasa de mortalidad hospitalaria por tumores malignos en una poblacion de 20 afios y mas
se incrementa con la edad y, a excepcion de las edades entre 65 y 74 afios, es mas alta en
los hombres que en las mujeres. En los varones se observa un incremento constante de
egresos hospitalarios por muerte debida al cancer, al pasar de 5.2 de cada 100 egresos
hospitalarios entre los 20 a 29 afios a 17.3 en edades de 80 afios y mas; para las mujeres,
la tasa en la poblacion de 20 a 29 afios es de 5.0 de cada 100 egresos de mujeres, para

después hasta llegar a 16 de cada 100 en el grupo de 80 afios y mas.

2.6 Tratamientos contra el cancer

La cirugia es a menudo la primera opcion de tratamiento si se puede extirpar el tumor del
cuerpo. A veces soélo se puede eliminar parte del tumor. Antes o después de la cirugia, se
puede usar radiacién, quimioterapia o ambas para reducir el tumor. De igual manera en
muchos casos se sigue tomando algunos agentes anti-estrégenos para evitar el desarrollo

de células cancerosas, pero ello va depender de la naturaleza del tumor (Thurston 2007).

Los médicos usan quimioterapia para combatir las células cancerosas. El término
quimioterapia se refiere al uso de medicamentos para destruir las células cancerosas. Por lo
general, los medicamentos se administran via intravenosa o se toman via oral. La
quimioterapia adyuvante ha demostrado reducir la recurrencia local en un 30% y la muerte
en un 20%. A menudo la quimioterapia es combinada con otros tratamientos para reducir la

toxicidad y la resistencia e incrementar la eficacia (Davies 2015).

17



La radioterapia utiliza rayos de alta energia (como rayos X) para destruir las células
cancerosas y reducir el tamafio de tumores. La radiacion puede provenir desde el exterior
del cuerpo (radiacion externa) o mediante materiales radiactivos colocados directamente en
el tumor (radiacion interna o implantes radiactivos). El tratamiento con radiacién externa es
similar a someterse a una radiografia. La mayoria de las pacientes con mastectomia no
requieren el uso de radiacion, pero el riesgo de reincidencia se incrementa cuando ha

habido invasion a los nodos linfaticos (Davies 2015).
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2.7 Plantas medicinales

En México, mas del 90% de la poblacién en general usa plantas medicinales en una practica
comun para el tratamiento de diversas enfermedades (Alonso-Castro y col., 2010). En
nuestro pais del 30 al 70% de los pacientes diagnosticados con cancer usan extractos de
hierbas como una alternativa terapéutica para muchos tipos de cancer en areas urbanas
(Alonso-Castro y col., 2010). Como consecuencia, los pacientes a menudo usan remedios a
base de hierbas sin prescripcion médica o en algunos casos combinados con medicamentos

contra el cancer (Gomez-Martinez y col., 2007).

Este procedimiento es un tanto riesgoso ya que estos productos pueden modificar, alterar o
inhibir el efecto del cual se desee obtener un beneficio; por lo que se ha insistido en no

proceder a la automedicacion.

Las familias botanicas con el mayor numero de especies de plantas que han mostrado
efectos antineoplasicos in vitro e in vivo son Asteraceae (Martinez 1989) Fabaceae (Mena-
Rejon y col., 2008), Lamiaceae (Frei y col., 1998). Aunque la familia de las Asteraceae
posee el mayor numero de extractos de plantas estudiados experimentalmente, unicamente
Gymnosperma glutinosum, Helianthella quinquenervis, Heterotheca inuloides, Melampodium
paniculatum, Montanoa leucantha, Smallanthus maculatus, Verbesina persicifolia (Figura 3)
y Viguiera decurren, se ha reportado que de forma tradicional se utilizan contra algun

tratamiento contra el cancer (Alonso-Castro y col. 2010).

Algunos estudios etnobotanicos indican que, especialmente en los estados de Veracruz,
Oaxaca y Puebla, Verbesina persicifolia se utiliza para tratar numerosos problemas de salud
entre los que se puede mencionar: la inflamacién, el dolor, la diabetes y el cancer, entre
otros (Mejia-Flores, 2010).

2.7.1 Verbesina persicifolia

Figura 3. Verbesina persicifolia.

Es una planta de tipo arbustiva, las hojas son ligeramente alargadas y miden hasta 14 cm de
largo. Las flores crecen en grupos formando cabezuelas que se esparcen numerosas en la
planta, habita en clima célido y semicalido, entre los 200 y los 1850 metros sobre el nivel el

mar. Asociada a bosques tropicales caducifolios y subcaducifolio ademas de matorral
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xeroéfilo, se conoce también que esta especie, habita en las zonas humedas de la Sierra
Madre oriental y hasta el sur de México. La familia Asteraceae (Compositae), es una de las
mas diversas y la mas ampliamente distribuida. Constituye un grupo monofilético, con una
serie de tribus cuya delimitacién y relacion taxonémica aun no es clara (Redonda-Martinez y
col., 2011). Esta familia es una de las mas grandes con 1100 géneros y cerca de 2500
especies con distribucion cosmopolita, los géneros mas grandes son: Senecio con 1500
especies, Vernonia con 900, Hieracium con 800 y Eupatorium con 600 especies (German-
Ramirez 2008). Algunas especies tienen uso ornamental, medicinal y alimenticio. Muchas
resultan favorecidas por efecto de la perturbacion en las comunidades vegetales y llegan a
ser elemento abundante de las primeras etapas sucesionales de dichas comunidades. Un
buen numero de ellas son conocidas por su marcado comportamiento arvense, como
malezas de cultivos y jardines o como ruderales en los caminos (Redonda-Martinez y col.,
2011).

2.7.1.1 Estudios fitoquimicos de Verbesina persicifolia
Son pocos los estudios sobre ésta especie, uno de ellos es el trabajo de Tesis de Mejia
Flores en 2007 donde aisl6 el compuesto sesquiterpénico tipo eudesmano 1 (Figura 4); Los

resultados de este autor se muestran en la Tabla 1.

O/\)\o“““

Figura 4. 30—cinamoiloxi-1(3,4a—dihidroxieudesm-7,8—eno (1).

OH

Tabla 1. Valores de ICsq obtenidos para el compuesto 1.

U-251 (SNC) 57.1 9.09
PC-3 (Prostata) 29.7 15.94
K-562 (Leucemia) 35.5 15.20
HCT-15 (Colon) 53.1 13.85
MCF7 (Mama) 28.6 13.03
SKUL-1 (Pulmén) 52.29 7.13

De las distintas lineas celulares que evalud, el compuesto citotéxico aislado presentd una
mejor ICso contra la linea celular MCF7 que es de cancer de mama. Este mismo autor,
continuando con el estudio, reporta en 2010 la evaluacién de un derivado hidrogenado (2)

de éste producto natural cuya estructura se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. 4a-(2-fenil)etil-18,3a-dihidroxieudesmano (2).
Los resultados se muestran en la Tabla 2 y como puede notarse, se disminuye de manera

importante el valor de ICsy sobretodo en las lineas de cancer de pulmén y leucemia.

Tabla 2. Valores de ICsq obtenidos para el compuesto 2.

U-251 (SNC) 15.63+1.3 9.09 + 0.88
PC-3 (Préstata) 13.67 +0.01 15.94 £ 1.2

K-562 (Leucemia) 9.13+1.3 1520+ 1.4
HCT-15 (Colon) 12.12+ 1.1 13.85+0.79
MCF7 (Mama) 22.13+1.1 13.03+1.5

SKUL-1 (Pulmén) 5.79 + 0.32 7.13+0.25

Posteriormente, Avelino Flores en 2013, describe el estudio biodirigido de la especie, en
donde aisla el compuesto 1, mismo que reportd Mejia Flores, dicho compuesto presento
actividad citotéxica, teniendo una marcada selectividad por las lineas de cancer de mama
MDA-MB-231 y T-47D. Por estudios de expresion de caspasas y Anexina-V, se establece la
induccion de apoptosis de este compuesto. Debido a que el proceso de aislamiento de las
hojas, resulta de varios pasos y la abundancia del compuesto es baja, se considera evaluar
como fuente de obtencién la raiz de la especie. Por ello, realiza un ensayo en donde evalla
los extractos de hojas y raiz, para comparar el efecto citotéxico, encontrando los resultados

mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Efecto citotdxico de extractos de hoja, raiz y el compuesto 1.

' IC 5 (ug/ml) £ SD

Linea celular

Extracto hoja  Extracto raiz Compuesto 1
MCF7 219+29 16.3+0.2 13.6 £ 1
MDA-MB-231 23.3+3.9 124+ 0.8 12.6 £ 0.6
T-47D 16.0+1.2 495+04 45+0.4
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Este resultado es de gran importancia ya que el extracto de raiz presenta un ICs
comparable a uno de los compuestos aislados en las partes aéreas, la hipotesis con este
resultado es que los componentes presentes en raiz quiza tengan una estructura similar, al
compuesto aislado en las partes aéreas; tipo sesquiterpeno o bien poseen un efecto

citotoxico mayor y probablemente estén en una mayor abundancia.
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3. JUSTIFICACION

Debido a la incidencia del cancer en México se genera un gran problema de salud en el cual
una parte representativa de la poblaciéon adulta se ve afectada, principalmente mujeres de
40 anos en adelante, siendo los tipos de mayor incidencia el cancer de mama y cancer
cervicouterino (INEGI, 2012). Sin embargo, a partir del 2006 el cancer de mama ocupa el
primer lugar de mortalidad por tumor maligno en las mujeres mayores a 25 afios. Por esta
razén se pretende encontrar una nueva propuesta de alternativa terapéutica para el
tratamiento de cancer y, debido a que las hojas de V. persicifolia presentan actividad
antitumoral, se desea evaluar si la raiz posee en mayor abundancia a éste tipo de
compuestos (Avelino-Flores 2014). Es importante mencionar que hasta el momento no hay
registro de analisis realizados con los extractos de la raiz de V. persicifolia en los cudles se

determine su actividad citotdxica.

Cabe mencionar que la busqueda de sustancias nuevas para combatir esta enfermedad,
resulta necesaria, debido a la generacion de resistencia de algunos tipos de cancer a
agentes ampliamente utilizados, por ejemplo; taxol, doxorrubicina, tamoxifeno, vincristina, 5-
fluorurarcilo, etc. (Reuter y col., 2010). Ademas algunos de los compuestos de uso clinico en
la actualidad generan efectos colaterales o bien su obtencion resulta en un alto costo del
farmaco; por ejemplo el taxol (medicamento para el tratamiento contra el cancer) se obtiene
de Taxus brevifolia y Taxus baccata, para producir 2.5 kg de este compuesto se requieren
2.7 toneladas de la corteza de éstos arboles lo que representa aproximadamente 12,000

arboles con al menos 10 anos de crecimiento.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar los compuestos de la raiz de Verbesina persicifolia y evaluar su

actividad citotoxica.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

* Aislar y elucidar la estructura de los compuestos presentes en la raiz de V.
persicifolia.

* Evaluar la actividad citotéxica de los compuestos puros in vitro.

* Caracterizar el tipo de muerte inducida por el extracto o compuesto con mejor

actividad.
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5 HIPOTESIS

Si los componentes que estan presentes en las raices son de naturaleza sesquiterpénica y

de estructura semejante al aislado en hojas, pueden presentar actividad citotéxica.
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6. METODOLOGIA

Extraccion

Fraccionamiento

Evaluacion citotoxica Purificacion de compuestos de mayor
abundancia

6.1 Obtencién de extractos

a) Recoleccidn, identificacion y secado de V. persicifolia

Se recolecto la planta de Verbesina persicifolia en el municipio de Francisco Z Mena en el
estado de Puebla, fue comparada con el espécimen identificado y registrado en el herbario
de la BUAP en el trabajo previo, del equipo de trabajo. La planta se sec6 a la sombra a
temperatura ambiente y una vez seca se separd en partes aéreas y raiz. Cada parte vegetal

fue molida por separado en un molino mecanico y posteriormente ser extraida.

6.2 Preparacion del extracto

Se realizé la maceracién consecutiva de las partes aéreas de V. persicifolia por separado
con 3 disolventes de baja a alta polaridad (hexano, cloruro de metileno y metanol), utilizando
una proporcion 1:3 (planta/disolvente), a temperatura ambiente por 24 h (por duplicado)
(Betancur, 1999). Una vez pasado el tiempo de maceracion, se filtr6 con papel filtro
(Whatman), se evapor6 el exceso de disolvente del filtrado en rota-vapor marca prendo,
modelo A402-2, a 45-50°C, bajo presion reducida. El residuo se puso en un desecador a
vacio para eliminar residuos del disolvente durante cinco dias y fue almacenado para su

uso.

6.2.1 Extracto de diclorometano
Basados en el antecedente de Avelino Flores (2014); el extracto que presento actividad
citotéxica fue el de diclorometano, para este estudio se realizd el fraccionamiento del

extracto completo, las técnicas fueron:
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Cromatografia en capa fina (CCF)

Se realizé un analisis de cromatografia en capa fina utilizando placas de silica gel 60 con un
indicador de fluorescencia a 254 nm (TLC, silice gel 60 de aluminio Fzs4mn, marca Merck) de
0.02 mm de espesor en soporte de aluminio y se utilizaron diferentes mezclas de disolventes

organicos, para comparar las fracciones obtenidas.

Cromatografia en columna abierta

Se utilizé gel de silice de malla 230-400 (Merck) en columnas de vidrio con filtro de vidrio
poroso de diferentes diametros. Las dimensiones de cada columna fueron elegidas con base
en la cantidad de muestra a purificar y se utilizaron mezclas de disolventes como fase movil

(hexano, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol).
6.2.2 Obtencioén de los compuestos mayoritarios

Para este proceso, en la CCF se eligio la fraccion con mayor actividad citotdxica. Esta
fraccion fue sometida a separacion de sus componentes por cromatografia en columna
abierta. El protocolo utilizado para ésta fraccién fue:

Fase estacionaria: Gel de silice 230-400 (Merck)

Fase movil: Hexano-Acetato de etilo (mezcla de gradiente)

6.3 Elucidacion estructural de los componentes mayoritarios

La cantidad de muestra utilizada para la caracterizacion por RMN 'H y "°C fue de 10 mg.
Ademas, se utilizaron experimentos en dos dimensiones COSY, HMQC y HMBC de los
compuestos puros, para establecer correlaciones entre los diversos fragmentos de las
moléculas. También se analizaron los compuestos por espectroscopia de infrarrojo; los

datos obtenidos fueron comparados con la bibliografia reportada.

Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrofotdmetro Varian-Mercury a 500 MHz,
para 'H y 125 MHz para 3C, los desplazamientos quimicos estan dados en partes por
milléon (ppm) y se empled cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente y tretametilsilano

(TMS) como referencia interna.

6.4 Evaluacion citotoxica a través de lineas celulares

Para la evaluacion citotoxica se emplearon lineas celulares de cancer de mama y una linea
de cancer cérvicouterino y como control cultivo primario de glandula mamaria de mama, no
tumorogénica; del banco de células del Centro de Investigacion Biomédica de Oriente —
IMSS (CIBIOR).
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Se emplearon tres medios de cultivo diferentes, los cuales estan formulados de acuerdo al
tipo de linea celular. A continuacion se menciona las lineas celulares empleadas, asi como

su origen y el medio en donde se cultivaron.

Linea celular MDA-MB-231.
Células epiteliales obtenidas de liquido pleural de un adenocarcinoma metastasico de

glandula mamaria en una paciente caucasica de 51 afios.

Linea celular SiHa
Células humanas de carcinoma escamoso de cérvix (tumor grado Il), contiene integrado a

su genoma de una a dos copias de papiloma virus tipo 16 y 18, tumorogénicas.

El cultivo se realiz6 en medio DMEM, 5% SFB; incubadas a 37°C en atmdsfera con
humedad y CO,al 5%. Las células se levantaron con tripsina-EDTA (Condiciones de cultivo

y manejo recomendadas por la ATCC).

Linea celular T-47D.
Células epiteliales obtenidas de liquido pleural de un carcinoma ductal infiltrado en la mama,

en una paciente caucasica de 54 anos.

Linea celular MCF7
Células epiteliales obtenidas de liquido pleural de un adenocarcinoma infiltrado en la mama,

en una paciente caucasica de 69 afios.

El cultivo se realiz6 en medio RPMI, 10% SFB para células T-47D; y para MFC7, 7% SFB
incubadas a 37°C en atmésfera con humedad y CO, al 5%. Las células se levantaron con

Tripsina-EDTA (Condiciones de cultivo y manejo recomendadas por la ATCC).

Linea celular MCF 10A.
Estas células pertenecen a un cultivo primario de glandula mamaria no tumorogeénica; se
utilizan con el propdsito de evaluar el posible dafio que tengan los distintos tratamientos a

células sanas.

El cultivo para esta linea se llevo a cabo en medio DMEM/F12; 5% suero fetal de caballo,
SFC; factor de crecimiento epidérmico, 100 uL EGF; hidrocortisona, 250 uL; insulina 500 pL;
colera toxina 50 yL; penicilina/ estreptomicina 5 mL; incubadas a 37°C en humedad y CO; al
5%. Las células se levantaron con tripsina-EDTA (Condiciones de cultivo y manejo

recomendadas por la ATCC).
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6.4.1 Ensayo preliminar

Se colocaron 10,000 células SiHa 200 pL por pozo (placa de 96 pozos) las que se
preincubaron por 24 h (condiciones de cultivo antes mencionadas), concluido ese tiempo el
medio se retir6 y sera sustituido por medio fresco con cada uno de las fracciones a
diferentes concentraciones (0, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL) después de una exposiciéon de
72 h, bajo las mismas condiciones, se evalu6 el efecto de los extractos en las células,

cuantificando la viabilidad celular con MTT (Avelino-Flores, 2013).

6.4.1.1 Ensayo de viabilidad con MTT

Para evaluar la citotoxicidad de los extractos sobre las células; se cuantifico la viabilidad
celular mediante el ensayo colorimétrico MTT (SIGMA). Este método evalua la actividad
metabdlica de las células, especificamente en la mitocondria. El reactivo se compone de las
sales amarillas de tetrazolium de sodio, que al ser reducidas por la enzima succinico
deshidrogenasa mitocondrial cambian a formazan, cristales de color azul insolubles en agua.
La coloracién azul obtenida en el ensayo es proporcional a la actividad celular y por ende la
viabilidad de las mismas, la lectura se realizé en un lector Elisa (ELISA Diagnostic Pasteur)
a 550 nm con un fondo de 620 nm. Este ensayo es sencillo, econdmico y requiere de un
menor tiempo para su realizacion, por lo que es muy recomendable para un primer tamizado

de actividad y para los fraccionamientos biodirigidos (Avelino-Flores, 2005).

6.4.1.2 Ensayo para evaluar la actividad citotéxica de los compuestos

Se realizaron 3 tipos de ensayos para la evaluacién de la actividad citotéxica, un ensayo
preliminar para determinar los extractos con actividad comparable al testigo positivo de
seleccion (taxol), un segundo ensayo de curvas dosis-respuesta con extractos
seleccionados sobre la linea celular T-47D, MDA-MB-231 y MCF7 para la determinacion de
los valores de ICso. Y un tercer ensayo sobre células de glandula mamaria no tumorigénica
con los compuestos aislados del extracto de diclorometano (DCM). Los ensayos se hicieron

en tres experimentos independientes, cada uno por triplicado.

6.4.1 Calculo de laICs
Para el calculo de la ICsofue a través de una regresién lineal a partir de dosis respuesta,

para cada fraccion y compuesto puro, se utilizé el software Kyplot (version 2.0).

6.4.2 Curva dosis — respuesta para control negativo

Después de 24 h de incubacion, el medio con 10 000 células fue reemplazado con medio
fresco (DMEM o RPMI) segun sea la linea celular, con diferentes dosis de dimetilsulfoxido
(DMSO) 0, 0.025, 0.5, 0.1 y 0.2% en el medio de cultivo, después de 72 horas de exposicion

con el tratamiento de DMSO se midio la viabilidad con el ensayo colorimétrico de MTT. Esto
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se hizo para determinar la concentracion a la que el DMSO no causa dafio o muerte celular.

Se utiliz6 como control negativo, células crecidas en medio sin DMSO.

Nota: Todas las micrografias fueron tomadas con un microscopio de contraste de fases

marca Nykon, con una amplificacion de 10x.

6.5 Determinacion del tipo de muerte celular inducida

Conociendo el compuesto que presentd mejor actividad, sobre alguna linea celular, de las
seleccionadas para este estudio, se procede a determinar el tipo de muerte celular inducida.
Con este fin se hizo el uso de la citometria de flujo, utilizando el kit Dead cell apoptosis with
Annexin V FITC and PI, donde el kit contiene el reactivo de Anexina V conjugado con el
fluorocromo fluoricein-isotiocianato (FITC por sus siglas en inglés) y el reactivo Yoduro de
propidio. El primero es utilizado como la deteccion de células apoptéticas y el segundo para
la deteccion de células necroticas.

La senal fluorescente se midi6é en un citdmetro FACScanto™ |l (Becton Dickinson, Mountain

View, CA). Y los resultados se analizaron utilizando el programa FACSDiva™.
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7. RESULTADOS
7.1 Recoleccion, identificaciéon y secado de V. persicifolia

a. Recolecta:

Se realizdé la colecta de la planta en el poblado de Francisco Z. Mena, del municipio
Ahuacatlan, en el Estado de Puebla, en el mes de Mayo. Se seleccion6 en base a las
caracteristicas descritas en el trabajo de Avelino Flores, 2013. Se procedi6 al secado de la

raiz por un periodo de 20 dias a temperatura ambiente a la sombra, sobre papel.

b. Identificacion:
El material vegetal seco fue enviado al herbario Universitario de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP). La especie fue identificada como Verbesina persicifolia con

numero de registro: 31319.

c. Extraccién:

La cantidad empleada para la maceracién de la raiz de V. persicifolia fue de 2 Kg
empleando como disolventes en forma ascendente de polaridad: hexano, diclorometano y
metanol. El tiempo de extracciéon para cada disolvente fue de 24 h (Avelino-Flores, 2014).

Una vez finalizado este tiempo, el extracto se filtré con papel filtro (Wathman).
7.2 Analisis cromatografico

7.2.1 Cromatografia en capa fina
Se realizaron placas comparativas para el extracto de hojas y raiz, para conocer la similitud

entre extractos. Para estas placas se utilizaron tres distintos reveladores:

El analisis se realizé empleando como reveladores luz ultravioleta de 254 nm, acido sulfurico
al 5% en etanol y iodo, en el caso de la luz UV por la naturaleza de los componentes, bajo
esta longitud de onda (\) no se pueden revelar la totalidad de los componentes del extracto.
En el caso de acido sulfurico, se pueden evidenciar una mayor cantidad de metabolitos en el
extracto hexanico probablemente estos compuestos son de naturaleza apolar debido a la
polaridad del disolvente empleado. Al usar iodo como revelador en el extracto de
diclorometano de la raiz se pueden observar diversos componentes de baja polaridad, a lo
largo de la placa cromatografica. Ademas, en las placas se puede observar que el
compuesto de referencia esta presente en el extracto hexanico y diclorometanico; para el

extracto metandlico no se pudo visualizar su presencia. Figura 6.
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Figura 6. Comparacion de extractos de hojas y raiz por cromatografia en capa fina.

Dénde R= Compuesto 1; 1= Hexanico; 2=Diclorometano; 3= Metanol; extractos de las partes aéreas.
D= Diclorometano; M= Metanol; extractos de la raiz.

Reveladores:

a) Luz ultravioleta a 254 nm; b) Acido sulfurico / etanol al 5% y c) Yodo
7.2.2 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Se hizo un analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de los
extractos diclorometanicos y metanolicos de hojas y raiz de V. persicifolia. En la Figura 7, se
muestran los cromatogramas para el extracto diclorometanico y como puede apreciarse, el
extracto de hojas presenta un mayor numero de componentes en comparacion con el
extracto de raiz. También resalta que el componente mayoritario del extracto de hojas con
tiempo de retencion de 3.86 min, se encuentra presente en una baja proporcion en el
extracto de raiz y que el componente mayoritario de la raiz posee un tiempo de retencién de
4.86 min lo cual sugiere una polaridad menor al encontrado en hojas. Para el analisis por
HPLC , se empled una columna de fase reversa (C-18) Zorbax Eclipse a 26°C, como fase
movil se emplearon acetonitrilo-metanol con un flujo de 1mL por minuto, usando un detector
de arreglo de diodos (DAD) a A 254 nm.

Extracto de diclorometano de hojas

‘ B > %
2 5 -] =g R/ 832 sz Ed _:
3

17%0 I -
2900 Extracto de diclorometano de raiz
2%
9000
%0 <
500 e o 8 2 - 2 o = =
250 = -8 = -~ 3 e -

Figura 7. Extractos de hojas y raiz.
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Figura 8. Extracto completo de metanolico raiz.

Respecto al analisis de los extractos metandlicos (Figura 8), bajo las condiciones utilizadas
de analisis no fue posible apreciar diversos componentes, esto puede deberse a la longitud
de onda utilizada para el analisis. Ya que el analisis en cromatografia de capa fina, usando
como revelador una solucion de H,SO, muestra componentes de alta polaridad que no
absorben en el UV. Esto llevé a que sélo se hiciera la separaciéon de los componentes del

extracto diclorometanico.

7.2.3 Cromatografia en columna abierta

Extracto diclorometano (EDCM)

Se sometié a cromatografia en columna al extracto diclorometanico (5 g) de la raiz de V.
persicifolia (Figura 9), se obtuvieron 45 eluatos, los cuales se agruparon en seis fracciones.
Por cromatografia en capa fina se observd que en la (Fraccion 4) esta enriquecida con un

mayor numero de compuestos, esto se puede visualizar en la Figura 10.

Figura 9. Columna cromatografica para el extracto de diclorometano.

Hexano/AcOEt; 7:3
Revelador: UV 254 nm y
H,SO4/EtOH 10%

Figura 10. Fracciones para estudio de citotoxicidad.

33



Posteriormente se hizo una nueva extraccion de la raiz partiendo de 2 kg de material
vegetal, se macerd con diclorometano y se obtuvieron 20.65 g Se hizo un fraccionamiento

de éste mismo extracto de la siguiente manera:

Mediante cromatografia en columna con silice gel (70-230 mesh) y empleando como fase
movil mezclas de Hexano/Acetato de etilo. Se obtuvieron 39 eluatos de 350 mL.
Posteriormente, el analisis por cromatografia en capa fina (CCF) permiti6 agrupar los

eluatos obtenidos en 24 fracciones ver Figura 11.

Hexano/AcOEt; 7:3
Revelador: UV 254 nm

Figura 11. Analisis cromatografico por CCF de las fracciones obtenidas.

Se tomé la fraccion 8 (1.2 g) por ser una fraccidén abundante y presentar similitud en Rf de la
fraccion cuatro que se tomo para la evaluacion citotdxica. Se realizé la separacion de los
componentes por cromatografia en columna en silica gel (200 g/g) en mezclas de
Hexano/AcOEt, CH,CI, y MeOH, obteniendo 92 eluatos, los cuales se resumen en la Tabla
4.

Tabla 4. Condiciones de purificacion de la fraccidon ocho.

Fase movil Mezcla Eluatos

Hex/ACOEt 9:1 e
) 12-49

Hex/AcOEt 8:2 50*
51-72

Hex/AcOEt 7:3 73+
Hex/AcOEt 6:4 7258*1
83-86

CH.CI, 10 g7+
CH,CI,/MeOH 95:5 88-92

*Cambio de fase movil

Un analisis posterior por CCF permitié ordenar los 92 eluatos en 34 fracciones, observando

un compuesto de mayor abundancia en las fracciones 29 y 30; Ver Figura 12.
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Hexano/AcOEt; 7:3
2 veces

Figura 12. Perfil cromatografico por CCF de las fracciones obtenidas.

Se realizé un proceso de purificacion en cromatografia en columna de las fracciones 29 y 30
(en rojo) Fase estacionaria silica gel (200 g) con mezclas de Hexano/AcOEt, obteniendo 52

eluatos los cuales se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de purificacion de la fraccion veintinueve y treinta.

O c dl0

Hexano -—- -

Hex/ACOEt 9:1 L

Hex/ACOEt 85:15 8-44
45°

Hex/ACOEt 73 26-51

*Cambio de fase movil

El analisis por CCF mostré que, los eluatos 29-31 (marcados en rojo) presentan un

compuesto mayoritario, Figura 13.

Hexano/AcOEt;
7:3

Figura 13. Perfil cromatografico de los eluatos obtenidos por cromatografia en columna.

Dentro del mismo proceso de purificacion se obtuvieron los eluatos 10, 11, 32, 33, 48, 50 y

51 con presencia de uno o dos componentes mayoritarios.

Del eluato 41 se obtuvo un sodlido viscoso de color amarillo, el cual por cristalizacion en

presencia de Acetona se obtuvo un sélido de color blanco.

Los eluatos 11-13 se purificaron por cromatografia en columna en silice (30 g) en mezclas

de Hex/CHCIs, obteniendo 47 eluatos como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Eluatos obtenidos por cromatografia en columna de las fracciones 11-13.

Hex/CHCI; 1:1 15'f
6-26

Hex/CHCI; 37 57
) 28-44

Hex/CHCI; 2:8 45+
Acetona 46-47

El analisis por CCF mostré que los eluatos 16-20 presentaban el compuesto mayoritario de
interés (Figura 14), obteniendo un sdélido amarillo el cual se cristalizo en una mezcla
CH,Cl,/Acetona, 1:1 para obtener cristales incoloros (Estos cristales en presencia de

Hexano se disuelven).

"

A |

Hexano/AcOEt; 7:3
Revelador
H,SO./EtOH 10%

“

Figura 14. Perfil cromatografico de los eluatos obtenidos por cromatografia en columna.

7.3 Caracterizacion de compuestos

7.3.1 Datos espectroscopicos para el compuesto C-1.

Realizando diversos procesos de purificacion, se obtuvo el compuesto C-1 a través de
cromatografia preparativa (20x20 cm) como fase estacionaria y como fase moévil se utilizé
Hexano/Acetato de etilo (7:3 v/v). Se obtuvo un sélido cristalino, pesando 50 mg. La
elucidacion estructural de C-1 se realizé por técnicas espectroscopicas de IR, RMN-'H y
RMN-"3C.

El espectro de infrarrojo de C-1 se muestra en la Figura 15, el cual presenta una banda de
absorcion en 3424 cm™ que corresponde a un grupo hidroxilo. Las bandas de absorcién en
1690-1709 cm™ corresponde a un carbonilo a,B-insaturado; la sefial en 1420 cm’
pertenecen a carbonos insaturados de un anillo aromatico. La banda en 1002 cm™ se

atribuye a un C-H insaturado de tipo vinilico en posicion frans.

36



N ( 2 \ X J’rl' | ‘” ‘4" “ —__w‘—‘,‘l \‘\I‘
"“ i'.‘ ‘ ‘!‘ J51]
J = ‘ \‘LC o

\

||

‘ | ] f| T

| I\ ‘ ( “ Nl | Moo=
| f ‘ ‘ | | ‘.;,,‘ | | "
| | [ L ‘ | simeil +3CH
‘ ‘ w | [EM P

B xlﬁn " ‘ ‘

‘ “‘ [T

% Transmitancia
E
=y
x

pos. Funcionales
OH

G
| 13
2. Ar mono
3
4
5

2 {

1 .. CH, arc=C »_‘ \/ 5
estiramiento , . 1

Cc=0

Cc=C

HvinE

4.
e

Numero de onda cm-!

Figura 15. Espectro de infrarrojo para el compuesto C-1.

a) Analisis por Resonancia Magnética Nuclear

Con base en la literatura y especialmente el antecedente directo de Avelino Flores; en el
espectro de resonancia de protén podemos observar diversos tipos de sefales, las cuales
nos proporcionan una idea de la naturaleza de la (s) molecula (s) aisladas. En campo alto
podemos observar sefiales caracteristicas de cadenas hidrocarbonadas, metilos, metinos y
metilenos; hacia campo bajo se presentas sefiales propias de bases de oxigeno y protones
vinilicos. En la region de protones aromaticos, son apreciables sefiales caracteristicas de
sistemas ABX y por la cantidad de los protones a los que integran dichas sefiales, sabemos
que es un anillo aromatico monosustituido. La sefial debida a protones vinilicos poseen una
constante de acoplamiento de 15 Hz que indica una disposicion frans en el doble enlace.

Cabe mencionar que la asignacion se realizé con ayuda de experimentos COSY, HMQC y
HMBC.

Valores de desplazamiento, integracion y multiplicidad de las sefiales correspondientes a los

espectros de RMN para 'H y *C para el compuesto C-1 (Figura 16 y 17).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz), 5 ppm: 1.03 (s, 3H, H-14), 1.05 (d, J = 2.0 Hz, 3H, H-12), 1.06
(d, J = 2.0 Hz, 3H, H-13), 1.65 (s, 3H, H-15), 1.84 (td, J = 3.5-8.5 Hz, 1H, H-20), 1.89-1.86
(m, 1H, H-2B), 1.95-1.92 (dd, J = 4.0, 3.5 Hz, 1H, Ha-6 ), 2.00 (dd, 2H, H-5, Ha-9), 2.15 (dd,
J = 5.5, 6.5 Hz, 1H, HB-9), 2.23 (m, 2H, H-6p, H-11), 3.88 (dd, J = 4.5, 16.5 Hz, 1H, H-1),
4.87 (t, 2H, J = 3.0 Hz, H-3), 4.85 (d, 1H, J = 6.0 HZ, H-8), 6.65 (d, J= 15.0 Hz, 1H, H-2'),

7.38-7.39 (m, 3H, H-3", H-4", H-5"), 7.50-7.52 (m, 2H, H-2”", H-6"), 7.63 (d, J= 15.0 Hz, 1H,
H-3").
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Figura 16. Espectro de proton para compuesto C-1 (CDCl3, 300 MHz).

RMN *3C (CDCls, 125 MHz),  ppm: 12.1 (C-14), 21.2 (C-12), 21.7 (C-13), 21.8 (C-15), 22.8
(C-6), 33.9 (C-2), 34.9 (C-11), 37.6 (C-10), 40.9 (C-9), 42.6 (C-5), 69.5 (C-3), 73.5 (C-1),
84.1 (C-4), 116.0 (C-8), 119.2 (C-2’), 128 (C-3”, C-5"), 128.9 (C-2”, C-6”), 130.3 (C-4"),
134.2 (C-17), 141.9 (C-7), 144.7 (C-3), 166.9(C=0, C-1).
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Figura 17. Espectro de carbono para compuesto C-1 (CDCl3, 125 MHz).
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7.3.2 Datos espectroscopicos del compuesto C-4

En el espectro de RMN-1H del compuesto C-4 se puede observar una gran similitud con las
sefales del compuesto 1, con algunas importantes diferencias; una de ellas es la sefal que
aparece en 4.85 ppm, que en el caso anterior pertenece al proton H-8. Otra de las
diferencias es que no posee sefiales para protones base de oxigeno en la regién de 4.0 a
5.5 ppm donde aparecieron los protones H-1 y H-3 del compuesto C-1. La diferencia mas
destacable son los grupos hidroxillos que se encuentran unidos al anillo aromatico y unidos
a él en los carbonos 6’ y 7°. De igual manera muestra protones vinilicos con posicién fransy
una constante de acoplamiento de 15 Hz. La literatura menciona que compuestos
sesquiterpénicos tipo eudesmano son caracteristicos dentro del género Verbesina.

Este se obtuvo un sdlido de color blanco cristalino (Pf 132°C), pesando 130 mg. En la Figura
18 se observa el espectro de IR de C-4, donde se aprecian dos bandas de absorcién en
3485 y 3260 cm™ que corresponden a grupos hidroxilo, la banda en 1706 cm™ pertenece a
un éster a,B-insaturado y en 1403 cm™ se le atribuye a un grupo C=C de anillo aromatico.
Se aprecia una banda en 1024 cm™ correspondiente a un grupo C=C-H (protén vinilico en

posicion trans).

% Transmitancia

Namero de onda cm-!

Figura 18. Espectro de IR de C-4.

En la Figura 19 se muestra el espectro de RMN-"'H de C-4, donde se observa un conjunto de
sefiales simples entre 0.81.97 ppm que corresponden a los protones de los metilo H-14, H-
15, H12 y H-13. En 1.06 ppm aparece una senal doble de dobles (J = 3.3, 13.8 Hz) que
corresponde al H-4. La sefal multiple entre 1.17-1.41 ppm se atribuye a los protones H-3a,
H-6a, H-7 y H-8a y la sefial multiple entre 1.61-1.84 ppm corresponde a los protones H-2a,
H-6b, H-9a y H-3b. Entre 1.96-2.12 ppm se aprecia una sefial multiple asignada a los
protones H-8b y H-9b y entre 2.41-2.50 ppm se observan los protones metino de H-5 y H-11.

La sefial doble ancha en 4.99 ppm pertenece al proton base de oxigeno H-1 y en 6.30 ppm
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aparece la sefial doble (J = 15.9 Hz) atribuida al protdn vinilico H-3'. Las sefales de los
protones aromaticos se aprecian en 6.89 ppm como una sefal doble de dobles (J=1.8y 8.1
Hz) para H-8', para el protén H-9' se observa una sefal triple de dobles (J = 1.8, 8.1 Hz) en
6.99 ppm y la sefal doble (J = 1.8 Hz) en 7.15 ppm se atribuye a H-5'. Finalmente, la sefal
doble (J = 15.9 Hz) en 7.59 pertenece al protén vinilico H-2’.

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz),  ppm: 0.81-0.97 (12 H, m, H-12, H-13, H-14 y H-15), 1.06 (1H,
dd, J= 3.3, 13.8 Hz, H-4); 1.17-1.41 (4H, m, H-3a, H-6a, H-7 y H-8a), 1.61-1.84 (4H, m, H-
2a, H-6b, H-9a y H-3b), 1.96-2.12 (2H, m, H-8b y H-9b), 2.42-2.50 (3H, m, H-2, H-5 y H-11),
4.99 (1H, da, J = 8.4 Hz, H-1), 6.30 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-3'), 6.89 (dd, J = 1.8, 8.1 Hz, H-
8'), 6.99 (td, J = 1.8, 8.1 Hz, H-9), 7.15 (d, J = 1.8 Hz, H-5'), 7.59 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-2").

H-9
H-8 :
HAT H-3
OH
v 5 % T A s 3 @ e & &

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.0
f1 (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN-"H de C-4 (CDCl3, 300 MHz,).

En el espectro de RMN-">C de C-4 (Figura 20), se observan las sefiales de los carbonos del
anillo de eudesmano en campo alto como son los metilos C-14, C-15y C-12y C-13 en 13.6,
18.8 y 19.7 ppm, respectivamente. Los carbonos C-4, C-7 y C-5 aparece en 36.8, 47.8 y
48.9 ppm. El carbono base de oxigeno C-1 se observa en 80.7 ppm y las sefales de los
carbonos aromaticos se aprecian en 114.4, 1155 y 122.4 ppm para C-5, C-8 y C-9,
respectivamente. Las sefiales de los carbonos vinilicos C-3’ y C-2' aparecen en 1155 y

145.3 ppm, respectivamente. Finalmente, la seial del carbonilo se observa en 169.0 ppm.
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RMN ®C (CDCl;, 125 MHz), 8 ppm: 13.6 (C-14), 18.8 (C-15), 19.7 (C-12 y C-13), 27.1 (C-
6), 28.0 (C-3) y C-8), 36.8 (C-2, C-4 y C-11), 43.5 (C-10), 44.8 (C-9), 47.8 (C-7), 48.9 (C-5),
80.7 (C-1), 114.4 (C-5"), 115.39 (C-3'), 115.5 (C-8'), (C-4’), 122.4 (C-9’), 127.1 (C-4’), 144.0
(C-6'), 145.3 (C-2'), 146.7 (C-7’), 169.0 (C = O, C-1’).

C-1

C-2 C9 |c-5
c-1 C-r c-4’

T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN-"°C de C-4 (CDCls, 125 MHz).

En la Figura 21 se observa el espectro bidimensional HMQC de C-4, el cual presenta
correlaciones heteronucleares C-H a un solo enlace. Se aprecia la correlacion de los
carbonos metilo C-14, C-15, C-12 y C-13 con sus respectivos protones H-14, H-15, H-12 y
H-13. La sefal de los carbonos C-1 y C-4 muestran su correlacion con los protones metino
H-1 y H-4, respectivamente. También, se aprecian las correlaciones de los aromaticos C-5’,
C-8 y C-9’ con los protones H-5’, H-8 y H-9’.
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Figura 21. Espectro Bidimensional de RMN-HMQC de C-4 (CDCl;, 300 MHz).

En la Figura 22 se observa el espectro bidimensional HMBC de C-4, el cual presenta
correlaciones heteronucleares C-H a tres enlaces. Se observa la correlacion del carbono C-4
con los protones H-15, para el carbono C-5 se aprecia la correlacién con los protones H-14 y
H-15. La sefial del carbono C-1 muestra su correlacion con los protones H-2 y H-14. El

carbono del carbonilo C-1" muestra correlaciones con los protones H-2’, H-3'.

c-14
C-15
c-2 C 33 : - : : 20

c-7 T s
C-5

C-8 co “ p: ;o PN ‘ 120

Figura 22 Espectro Bidimensional de RMN-HMBC de C-4 (CDCl;, 300 MHz).
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7.3.3 Datos espectroscopicos del compuesto C-6

Se obtuvo como un liquido viscoso pesando 70 mg. El espectro de IR se muestra en la
Figura 23, donde se observan dos bandas de absorcion 3411 cm” que corresponden a
grupos hidroxilo, la banda en 1654 cm’”' corresponde a un grupo éster a,B-insaturado. La
banda de absorcién en 1467 cm™ corresponde al estiramiento C=C de un anillo aromatico y

la banda en 1026 cm™ se asigna a una sefial de estiramiento C-O.

% Transmitancia

Flexion

C-0 Estramiensss ' ¢
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Figura 23. Espectro de infrarrojo para el compuesto C-6.

En la Figura 24 se muestra el espectro de RMN-"H de C-6, donde se observan a campo alto
las sefales simples de los protones de los metilos H-14, H12 y H-13 entre 1.03-1.06 ppm.
Entre 1.25-1.45 ppm se aprecia una sefial multiple atribuida al protén H-2 y en 1.58 ppm
aparece la senal simple del metilo H-15. Las sefales multiples 1.58-1.72, 1.85-1.98 y 2.05-
2.35 ppm corresponden los protones metilenos del anillo de eudesmano H-2, H-5, H-6 y H-9.
Las sefales dobles en 3.05 y 3.38 ppm corresponden a los protones base de oxigeno del
epoxido H-3 y H-1. En 7.63 ppm aparece la senal doble (J = 15.9 Hz) atribuida al protén
vinilico H-3'. Las senales de los protones aromaticos se aprecian en 7.35-7.45 ppm como
sefal multiple para los protones H-6’ y H-7’; y la sefal multiple en 7.55-7.65 ppm se atribuye
a los protones H-5’. Finalmente la sefial doble (J = 15.9 Hz) en 6.55 pertenece al protén
vinilico H-2’. Consultando con la bibliografia, las sefiales tienen una semejanza con un
epodxido reportado por Jakupovic en 1986. Dicho compuesto no tiene hidroxilos en el anillo A
del ciclo de decalina y a diferencia del reportado, el compuesto C-6 posee enlace

endociclico, como el compuesto C-1.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz), 8 ppm: 1.03 (3H, s, H-14), 1.05 (3H, d, J = 2.0 Hz, H-12), 1.06
(3H, d, J = 2.0 Hz, H-13), 1.58 (3H, s, H-15), 1.84 (1H, td, J = 3.5-8.5 Hz, H-20), 1.89-1.86
(1H, m, H-2B), 1.95-1.92 (1H, dd, J = 4.0, 3.5 Hz, Ha-6 ), 2.00 (H-5, dd, 2H, Ha-9); 2.15 (1H,
dd, J = 5.5, 6.5 Hz, HB-9), 2.23 (2H, m, H-6@, H-11), 3.88-3.05 (1H, m, J = 15 H-1); 3.38 (1H,

m, J = 18 H-3), 1.03 (3H, s, H-14), 1.06 (6H, d, J = 2.0 Hz, H-12 y H13), 1.58 (3H, s, H-15),
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1.58-1.72 (6H, m, H-2, H-6, H-9), 1.85-1.98 (2H, m, H-5), 2.05-2.35 (3 H, m, H-2, H-6 y H-9);
5.38 (1H, m, J = 6.0 Hz, H-8); 6.37 (1H, d, J = 15 Hz, H-2’); 7.38 (3H, t, H3”, H4”, H5”); 7.52
(2H, d, H2”, H6”); 7.63 (1H, d, J = 15 Hz, H3).
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Figura 24. Espectro de RMN-'H de C-6 (CDCls, 300 MHz).

7.3.3 Datos espectroscopicos del compuesto C-7

En este compuesto no se presentan las sefiales propias de compuestos aromaticos, lo que
significa que no tiene el fragmento de cinamoilo, sélo estd presente el fragmento de
sesquiterpeno tipo eudesmano. Se observan a campo alto las senales simples de los
protones de los metilos H-14, H12 y H-13 entre 1.02-1.03 ppm Entre 1.25-1.45 ppm se
aprecia una sefal multiple atribuida al protén H-2 y en 1.59 ppm aparece la sefal simple del
metilo H-15. Las sefiales multiples 1.66-1.74, 1.96-2.05 -2.22-2.31 ppm corresponden a los
protones del anillo eudesmano H-2, H-5, H-6 y H-9. En campo bajo se muestran sefiales en
3.53 que corresponde a un protén base de oxigeno; en 5.02 y 5.39 ppm propias de protones
vinilicos y en esta molécula corresponden a los protones H-8 y H-3. Este compuesto posee
semejanza a lo reportado por Raharivelomanana y col., 1997 para compuestos del género
Laggera que es una especie perteniciente a la familia de las asteraceas (German-Ramirez
2008).

Valores de desplazamiento, integracion y multiplicidad de las sefiales correspondientes a los

espectros de RMN para 'H y "*C para el compuesto C-7 (Figura 25 y 26).
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RMN 'H (CDCls;, 300 MHz), 8 ppm: 1.02 (6H, s, J=3 Hz, H-12, H-13); 1.03 (3H, s, H-14);
1.59 (3H, s, H-15); 1.65 (4H, m, H-2, H-6); 1.85 (3H, m, H-5, bH-6, b); 2.02 (8H, t, J= 15 Hz,
H-5, bH-5, bH-9); 2.19 (2H, m, H-11); 3.53 (dd, J = 4.5, 16.5 Hz, 1H, H-1), 5.02 (1H, dd, J=3
Hz, H-8); 5.39 (1H, dd, J=3 Hz, H-3).
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Figura 25. Espectro de proton para compuesto C-7 (CDCl3, 300 MHz).
RMN 3C (CDCl;, 125 MHz), 8 ppm: 12.27 (C-14); 19.41 (C-12, C13); 21.10 (C-15); 24.32

(C-6); 33.88 (C-4), 36.29 (C-11), 37.26 (C-9), 42.32 (C-10), 45.71 (C-5), 68.37 (C-2), 71.82
(C-1).
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Figura 26. Espectro de carbono para compuesto C-7 (CDCl3, 125 MHz).
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7.4. Andlisis por RMN de las fracciones evaluadas en la actividad biolégica

A la par que se realizaban los ensayos bioldgicos, se hizo una evaluacion espectroscépica
de las fracciones utilizadas en los ensayos de citotoxicidad. La Fraccion dos seleccionada
por su muy escasa actividad muestra sefiales a campo alto propias de acidos grasos y
cadenas alifaticas, mas hacia campo bajo observamos una senal con un desplazamiento
correspondiente a insaturaciones (Figura 27) y en la Figura 28 corresponde a la fraccion 4
que presentd la mayor actividad. En dicho espectro se observa una mayor cantidad de
sefales; son apreciables sefales de cadenas alifaticas, protones bases de oxigeno,
protones vinilicos, insaturaciones y sefiales correspondientes a anillos aromaticos, que éstas

ultimas hacen la gran diferencia entre el espectro de una fraccién y otra.
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Figura 27 Espectro de resonancia de la fracciéon 2 (CDCl;, 300 MHz).
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Figura 28 Espectro de resonancia de la fracciéon 4 (CDCl;, 300 MHz).
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7.5 ACTIVIDAD BIOLOGICA

7.5.1 Ensayos biolégicos preliminares

a) Preparacion de soluciones stock

Para realizar estos ensayos, se prepard una solucién stock de cada una de las fracciones a
evaluar, de los compuestos y del extracto completo; para esto se pesé6 1 mg de cada
fracciéon y se disolvié en 100 puL de dimetilsulféxido (DMSO) estéril. Posteriormente, estos
100 pL se disuelven en 990 pL de medio fresco (DMEM o RPMI o DMEM/F12) segun la

linea celular que se trate.

b) Aplicaciéon de tratamiento

Se tripsinizan las células con tripsina-EDTA y se re-suspenden en 7 mL de medio, se realiza
el conteo en un hemocitémetro, para cada experimento se utilizan 10,000 células por pozo,
realizado el conteo se inicia la siembra de las células en placas de 96 pozos. Sembradas las
células se dejan incubar durante 24 h. Al dia siguiente se realiz6 el cambio de medio, con
las soluciones stock se prepararon las siguientes diluciones: 5, 10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL.
Cada tratamiento se aplica por triplicado, en tres experimentos independientes, para cada
uno de los tratamientos se aplica un volumen final de 200 L. Estos tratamientos se dejan

incubar durante 72 h, 37°C y una atmosfera de 5% de diéxido de carbono.

¢) Ensayo de viabilidad por medio de MTT

Transcurrido el tiempo de incubacidn con los tratamientos, se retird el medio que contiene el
tratamiento, se lavd con solucion buffer de fosfatos (PBS) y se aplico 40 pL/pozo de la
solucion de MTT, se dej6é incubar por dos horas; finalizado este tiempo se disolvieron los
cristales formados con dimetilsulfoxido, DMSO (60 uL/pozo) se agitaron las placas a 450

rpm durante 20 min y se determiné la absorbancia en el espectrofotometro a 550 nm.

d) Calculo de la ICs
En el software (Kyplot v2.0) se introdujeron los datos de: concentracion, porcentaje de
viabilidad y porcentaje de desviacién estandar. Con estos se obtuvieron las siguientes 1Csg

para cada una de las fracciones evaluadas en la linea celular SiHa. Ver Tabla 7.

Tabla 7. Ensayo preliminar de MTT con la linea celular SiHa
ICs0 (Mg/mL) £ DS

Linea celular Fracciones Evaluadas

1 2 3 4 5 6
>100 | >100 | >100 | 33.4+0.39 | 99.84 + 0.56 | 74.72 + 0.87
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7.4.2 Ensayos biolégicos con el extracto completo

Para los ensayos de citotoxicidad con el extracto completo se evaluaron las siguientes
concentraciones: 5, 10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL. El extracto presento un porcentaje de
inhibicién de la viabilidad celular por arriba del 90 por ciento en todas las lineas celulares.
Todos los ensayos se evaluaron por triplicado y en tres experimentos independientes. Se
menciond en la metodologia que se utilizaron tres tipos de células de cancer de mama y una
de cancer cervicouterino, con el propdsito de conocer la selectividad de los compuestos
sobre el primer tipo de linea celular. Ademas, de una linea celular no tumorogeénica para

conocer la diferencia del efecto entre una linea cancerigena y una que no lo es.

Como se puede observar en la Tabla 8, las células con mayor sensibilidad al extracto fueron

MCF7 y T-47D ambas son positivas a receptores de estrogenos.

Tabla 8. Valores obtenidos para la evaluacion del extracto de diclorometano.
ICs (ug/mL) £ DS

Linea celular | Extracto completo Control positivo
Taxol
SiHa 12.76 + 0.25 11.02+2.18
T-47D 524 +1.23 5.17 £1.30
MDA-MB-231 34911572 17.42 £ 3.45
MCF7 14.56 + 0.66 7.34£0.16
MCF 10A 19.93+£0.72 24.20 + 0.68

La linea MDA-MB-231 presentd menor sensibilidad al tratamiento, ésta linea se caracteriza

por no presentar receptores hormonales y receptor del factor de crecimiento epidérmico.

En cada una de las concentraciones evaluadas se observan cambios en la morfologia de las
células, desde desprendimiento de ellas, redondeo, aglomeracién, alargamiento y en la
maxima concentracidén solo se observa detrito. En la Figura 29 se muestra las células a las

concentraciones 10, 50 y 100 ug/mL
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Figura 29. Efecto del extracto de diclorometano de raiz, sobre diferentes lineas celulares.

Del mismo modo que las células tumorogénicas fueron expuestas al extracto de la raiz, igual
se utilizé una linea de células epiteliales de mama para evaluar el efecto de éste y conocer
la posible selectividad sobre células sanas y células cancerosas. Como en el caso anterior,
las células cambiaron su morfologia conforme aumentaba la concentracion del extracto, de
igual forma algunas células se redondearon, se observo alargamiento de ellas a partir de la
concentracion de 50 hasta 100 pg/mL y se pudo observar una gran cantidad de detrito

celular. En la Figura 30 podemos apreciar los cambios mas significativos.

Figura 30. Cambios morfologicos en las células MCF 10A, al ser expuestos al extracto de
diclorometano de raiz.

7.4.3 Ensayos biolégicos con fracciones obtenidas a partir del extracto completo

Debido a que el extracto completo presento mayor actividad sobre dos lineas celulares, se
realizé el fraccionamiento del mismo, con el propésito de establecer la presencia de un
posible principio activo, lo que llevaria a un incremento del efecto citotoxico al estar en forma
pura. Pero por los resultados obtenidos, vimos que no se potencia la actividad, en algunos

casos ésta se ve disminuida y sélo una fraccién presenté mejor actividad sobre la linea
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T-47D, aunque comparativamente con el extracto fue ligeramente mas alto el valor de ICso,

esto lo podemos observar en la Tabla 9.

Tabla 9. Efecto citotdxico de fracciones del extracto de raiz de V. persicifolia.
0 0 )

Fracciones Evaluadas

1 2 3 4 5 6
SiHa >100 | >100 | >100 | 33.4+0.39 | 99.84+0.56 | 74.72 + 0.87
T-47D >100 | >100 | >100 | 14.0 £ 0.65 >100 >100

MDA-MB-231 | >100 | >100 | >100 | 17.0 £ 0.55 | 98.10 + 0.55 >100
MCF7 >100 | >100 | >100 | 33.07 + 6.05 >100 94.52 + 0.87

En las lineas celulares: SiHa, MCF7 y MDA-MB-231 se aprecian cambios significativos en
su morfologia al ser expuestas a diferentes concentraciones de la fraccion 4. Estos cambios
son: alargamiento, aglomeracién, generacion de restos celulares y detrito en la
concentracion de 100 ug/mL Los cambios mas representativos se pueden observar en la

Figura 31.

Figura 31. Cambios morfologicos en las células, al ser expuestos a la fraccion cuatro.

En la linea celular T-47D se apreciaron cambios desde las concentraciones mas bajas, por
lo que fue motivo para continuar con el analisis de ésta fraccidon y como consecuencia de
ello se aislaron algunos compuestos, dos de ellos se evaluaron y los resultados se
observaran en el siguiente apartado. En la Figura 32 se puede observar que desde

concentraciones bajas las células poseen cambios significativos.
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Figura 32. Cambios morfologicos en las células, al ser expuestos a la fraccion cuatro.

7.4.4 Ensayos biolégicos con compuestos obtenidos a partir de la fracciéon cuatro

De los compuestos aislados se decidid evaluar dos; uno de ellos corresponde al ya
reportado por Avelino y Mejia Flores. Y otro, con caracteristicas espectroscopicas diferentes;
que de manera paralela se trabajo en la elucidacién estructural. A este segundo compuesto
se le denomin6é como compuesto cuatro o C-4 y al primero como C-1 ambos compuestos se
evaluaron en las cinco lineas celulares, por triplicado y en tres experimentos independientes.
Ambos compuestos mostraron una marcada actividad en cada una de las lineas. Como
control positivo se utilizd taxol, que es un agente quimioterapéutico de amplio uso en la
quimioterapia y otra de las razones por las que se tomé como control, es la naturaleza
quimica de éste. El taxol es un alcaloide con un esqueleto diterpenico de taxano. En la Tabla

10 se resume el valor de los ICso determinados para cada compuesto.

Tabla 10. Resumen general de valores obtenidos para C1, C4 y Taxol.
| ICso (Mg/mL) * DS

Linea celular C-1 C-4 Taxol
SiHa 18.66 + 0.34 14.90 + 1.03 11.02 £ 2.18
T-47D 8.47 +1.90 2.5+0.87 5.17 £ 1.30
MDA-MB-231 17.21£0.87 9.04 * 0.56 17.42 £ 3.45
MCF7 18.27 £ 1.33 19.04 + 1.13 7.34+£0.16
MCF 10A 15.96 + 0.36 9.14 £ 0.74 24.20 £ 0.68

En la Figura 33 se puede ver el efecto del compuesto cuatro sobre las células T-47D; a partir
de los 5 pg/mL se observa un cambio muy drastico en la morfologia de la célula, se aprecia
una aglomeracioén y un intenso burbujeo en ellas que dan la impresion de formar islas. Este
efecto es notorio hasta la concentracién de 25 pg/mL. En el ensayo de MTT a partir de la
concentracion mas baja se observo una coloracion amarilla en los pozos, indicando que ya
no hay una actividad mitocondrial de las células, lo que puede ser un indicio de muerte. Por
otra parte, en las células MDA- MB-231 ocurre algo similar, pero la aglomeracion de las
células comienza con 7.5 pug/mL y a partir de 15 pg/mL se observa una completa
disminucién celular, mostrando restos membranosos de las células, finalmente en 25 ug/mL

soOlo podemos ver detrito celular.
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Células T-47D

Células MDA-MB -231

Figura 33. Morfologia de las células al ser expuestas al compuesto C-4.

Cuando se expuso el compuesto C-4 a las células epiteliales (MCF 10A) con la
concentracion minima, 5 ug/mL no se observan cambios significativos en la células,
permanecen iguales al control y siguen asi hasta los 7.5 pg/mL, pero con 10 ug/mL se
muestran las células redondeadas, en varios campos observados al microscopio parece que
el nimero de células viables ha disminuido, al menos su morfologia no es la misma que en
el control, pero en 25 pug/mL sucede algo extrafno porque pareciera que hay células que se
muestran viables o al menos conservan un poco de su morfologia original. Si observamos
detenidamente en las otras lineas celulares, se observa detrito celular aglomeracion de
células y no hubo campo alguno en el que se observaran células integras. En la Figura 34

se muestra estos cambios.

Figura 34. Morfologia de las células MCF 10A expuestas al compuesto C-4.

Los compuestos C-1 y C-4 también se pusieron en contacto con las células MCF7 pero en
esta linea celular mostraron escasa actividad, siendo hasta los 25 pyg/mL cuando se
muestran muy activos, haciendo que las células se vean totalmente redondeadas y carentes
de su morfologia original, ademas se ve reducido el nimero de células. En concentraciones
menores, parece que las células se encuentran estresadas, debido a que estdn mas
alargadas que en el control. En la Figura 35 se muestra como las células se ven afectadas

hasta la méxima concentracion evaluada, 25 pg/mL.
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Figura 35. Morfologia de las células MCF7 expuestas al compuesto C-1y C-4.

Para saber si estos compuestos mostraban algun tipo de selectividad, se decidié evaluarlos
en una linea celular distinta a las de mama y que mejor que una de cancer cervicouterino,
esta es distinta a las otras porque pertenece a otro tipo de tejido y ademas es un modelo de

estudio ya que posee virus del papiloma humano.

Para esta linea ambos compuestos muestran actividad desde 20 uyg/mL cuando las células
se exponen a esta concentracion se ven muy redondeadas y con muchas burbujas al interior
de la célula, con el compuesto C-1 se observan aglomerados de células, pero de una forma
en que no se reconoce la morfologia original; para el caso de las células expuestas al
compuesto C-4 se muestran las células muy redondas y otras formando una especie de aro,
con proyecciones hacia el interior de la misma hasta los 25 pg/mL continua el mismo
comportamiento. En la Figura 36 se muestra el comportamiento de las células expuestas a

dichos compuestos.

Figura 36. Morfologia de las células SiHa expuestas al compuesto C-1y C-4.

Cuando las cuatro lineas celulares se expusieron al taxol, se observo efecto desde la
concentracion de 5 yg/mL y concuerda con lo reportado en la literatura, puesto que este
farmaco es ampliamente usado en la quimioterapia contra diversos tipos de cancer
(Barragan-Ruiz y col. 2009). Para el caso de las células SiHa estas se muestran muy
redondeadas y en algunos campos se aprecia aglomeracién. Cuando las células MCF7 se
tratan con taxol comienzan a deformarse con la primera concentracion de 5 pg/mL, algunas
de ellas se aprecian redondeadas, muy alargadas; cuando aumenta la concentracién se
observan células en las cuales el nucleo parece abarcar toda el area que corresponde a la
célula, evidentemente su membrana tuvo que sufrir un importante cambio para que
quedaran deformadas y con el ensayo de MTT se presume que sigue existiendo una
viabilidad de las células. Por otro lado, con las células T-47D a partir de los 5 yg/mL las
células quedan irreconocibles, se forman agregados y las células pierden por completo su

viabilidad, no hay mucho que describir para este caso porque en todas las concentraciones
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se formaron los mismos agregados. Con las células MDA-MB-231 sucedi6 algo similar, pero
se ve mas marcada la presencia de detrito celular, debido a la destruccién de la membrana
o bien a restos de células como producto de algun proceso de muerte. Finalmente, para el
caso de las células MCF 10A, a pesar de mostrarse muy activo con las células
cancerigenas, con las células MCF 10A tiene una escasa actividad lo que sugiere que no es
tan toxico para este tipo de células no tumorogénica, con las mayores concentraciones
evaluadas para este compuesto 20 y 25 pg/mL se distingue un ligero cambio en la
morfologia celular, aparecen algunas células redondeadas y otras deformadas. En la Figura
37, se muestran las imagenes mas representativas de las células al ser expuestas a este

compuesto.

Figura 37. Morfologia de las células expuestas al Taxol, como control positivo.

7.5 Caracterizacion del tipo de muerte celular inducida por el compuesto C-4

Para el compuesto C-4 fue determinada la actividad de Anexina V para conocer el tipo de
muerte inducida; utilizando citometria de flujo. Estos ensayos se realizaron a tres tiempos:
24, 48 y 72 h. Estos ensayos se efectuaron. En la Tabla 11 podemos observar estos

resultados.

Tabla 11. Células T-47D positivas a Anexina V al ser expuestas al compuesto C-4.

Concentracién C-4 (% células * SD)

2.5 pyg/mL Apoptosis Necrosis
24 h 9.2+0.6 175114
48 h 5.8+3.5 17.7+1.3
72 h 60.4 +4.3 24+041

5.0 ug/mL
24 h 14.0+2.6 11.6+0.6
48 h 344+28 17.6£3.0
72h 82.3+2.5 1.0+ 0.1
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8. DISCUSION

Multiples estudios han sefalado el potencial biolégico de especies vegetales que pertenecen
a la familia de Asteraceas (Compositae). Dentro de las actividades biologicas sefaladas
estan: antioxidante (Wueh Yew y col., 2016); citotoxica (Qian y col., 2015); anti-inflamatoria
(Ting y col., 2012); antibacteriana (Mothana y col., 2011); insecticida (Man-Li y col., 2008)
entre otras. La especie de Verbesina persicifolia, perteneciente a la familia de las
Asteraceas, se ha reportado que tiene usos contra algunas enfermedades como lo es el
cancer gastrointestinal, desordenes gastrointestinales y algunos padecimientos relacionados
con procesos inflamatorios (Alonso-Castro y col.,, 2011). Existen diversos estudios que
indican que especies vegetales pertenecientes a esta familia tienen una actividad biolégica
como antihipertensivos, hipoglucémicos, antimicrobianos y citotoxicos (Dewick, 2002).
También se ha descrito el uso ornamental de las especies de ésta familia. Respecto al
contenido quimico, hay reportes sobre la presencia de compuestos acetilénicos,
sesquiterpenos, lactonas sesquitérpenicas, guayandlidos y seudoguayandlidos algunos
como la helinalina con actividad citotéxica (German-Ramirez, 2008). Otro de los estudios
sobre esta especie son los realizados por Mejia-Flores en 2010, en el que destaca el
aislamiento de un compuesto que fue modificado estructuralmente y evaluado contra
diferentes lineas celulares, entre éstas se encuentra la linea tumorogénica MCF7
caracterizada por ser posistiva a receptores hormonales. De igual manera (Dalla-Via y col.
2015) demuestran el efecto antiproliferativo de uno de los compuestos aislados en esta

planta, ademas de su efecto anti-inflamatorio evaluado en ratones con un edema inducido.

El principal antecedente, que llevo al estudio del efecto citotoxico de la raiz de esta planta,
fue el realizado por (Avelino-Flores 2014) donde determind el efecto antitumoral de extractos
de partes areas de la planta y el efecto de uno de sus compuestos. Dentro de los ensayos
realizados por este autor destaca un estudio preliminar de extractos de la raiz, en el que el
extracto de diclorometano posee un porcentaje de inhibicibn similar a uno de los
compuestos aislado en esta planta; de ahi derivan las preguntas ;Qué clase de
componentes estan presentes en la raiz, que reducen de manera significativa la vialibildad
celular? ;Son de la misma naturaleza los componentes presentes en la raiz y en hojas?.
Como se puede observar en la Figura 7 del analisis por HPLC, los componentes presentes
en las partes aéreas y la raiz, son de naturaleza similar, debido a la semejanza entre los
tiempos de retencién de los componentes. Es necesario mencionar que con dicho analisis
se puede observar un menor numero de componentes en la raiz, lo cual es muy congruente
con la funcion de cada parte vegetal. Es decir, las hojas poseen estructuras especializadas
en las que se lleva a cabo fotosintesis y se requieren de moleculas que capten la luz solar

como los pigmentos, por ello se observa una mayor diversidad de estructuras.
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8.2 Evaluacion citotéxica del extracto completo de diclorometano

Aun cuando se obtuvieron extractos con disolventes de polaridad creciente, sélo el obtenido
con diclorometano presenté efecto citotoxico. Se sabe que el diclorometano es un disolvente
cuya polaridad permite la disolucion de compuestos de polaridad intermedia, como algunos
terpenos (Avelino-Flores, 2005). Este extracto, presenté inhibicion de la proliferacion celular
en todas las lineas celulares evaluadas; con porcentajes de inhibicion de hasta el 100%. La
linea celular mas sensible a este extracto fue la T-47D con valor de IC5ode 5.24 ug/mL; se
ha reportado que ésta linea es positiva a receptores de estrégeno y progesterona (Holliday y
col., 2011), al igual que la linea MCF7; lo que lleva a pensar que los compuestos presentes
en el extracto pudieran tener un efecto sobre posibles receptores hormonales. Por otra
parte, como lo hemos sefialado con anterioridad se selecciono una linea celular de cancer
escamoso de cérvix (SiHa) que expresan el subtipo 16 y 18 del virus del papiloma humano,
conocidos como virus de alto riesgo para el desarrollo de cancer cervicouterino (Conway y
col., 2009; Tomassino, 2014). Esta sefalado en la bibliografia, que este tipo de cancer no es
de tipo hormonodependiente (Pérez-Montiel y col. 2014). Y se evalud el efecto sobre ésta

linea para obtener mas informacion sobre la posible participacion de receptores hormonales.

Las células que tuvieron menor sensibilidad al extracto fueron las MDA-MB-231, ésta linea
es un modelo de estudio para pacientes triple negativo, es decir ER", PR" y HER2"y si bien
se observo un menor efecto y el valor de I1Csy esta por arriba de los 25 pg/mL, surgieron las
siguientes interrogantes ;Los compuestos presentes en el extracto, tendran un efecto sobre
los receptores hormonales, siendo asi, por qué no se observa el mismo efecto sobre las
células MCF7, que tambien poseen receptores hormonales?. Una posible respuesta podria
ser los niveles de expresion del receptor de progesterona, ya que con base en un estudio de
Western Blot realizado por Domenici en 2014, se observa que la linea celular MCF7 posee
un menor nivel de expresion de receptores a progesterona; lo que sugeriria probablemente
que los compuestos de dicho extracto estén actuando como un antagonista de estos
receptores. Sin embargo, en cada una de las concentraciones evaluadas se observaron
cambios en la morfologia de la célula, por ejemplo: células despegadas, aglomeracion,
alargamiento de éstas y a la maxima concentracién (100 ug/mL) no quedan rastros de
alguna célula integra, solo se puede observar una gran cantidad de detrito celular y en el
ensayo de reduccion del MTT se puede cuantificar unicamente la absorbancia de dicho

reactivo, entonces es un indicativo mas del efecto citotoxico de este extracto.

57



8.3 Evaluacion citotoxica de las fracciones del extracto de diclorometano de raiz

Se decidié hacer un fraccionamiento del extracto para obtener fracciones enriquecidas con
compuestos de una determinada polaridad. Se evaluaron seis fracciones que incluyen a los
compuestos presentes en el extracto. Se observé que fracciones de baja polaridad (F1-F3),
cuyos componentes principales, con base en los analisis de RMN, son de naturaleza lipidica
como acidos grasos y esteres de acidos grasos; mostraron una escasa actividad citotdxica,
ya que eran necesarios mas de 100 ug/mL, para observar una leve pérdida de viabilidad. De
forma sorprendente la fraccion cuatro, enriquecida con compuestos de polaridad media,
corroborado por cromatografia en capa fina, cuyo espectro de RMN indica la presencia de
anillos aromaticos y dobles enlaces, presentdé mejor actividad frente a las diferentes lineas;
esperabamos que esta actividad se incrementara con la polaridad de las fracciones, pero no
sucedié de este modo. Las fracciones 5 y 6, sélo presentaron efecto sobre la linea SiHa,
observandose una pérdida de la morfologia normal de la célula tipo huso, parecen
hinchadas, estresadas y con mucho detrito celular en el medio. A pesar de ello, unicamente
la fraccion seis tuvo una ICso por debajo de 100 ug/mL (74.72 ug/mL) en esta linea celular.
Probablemente las células estén sufriendo alguna alteracion a nivel de ciclo celular, para
conocer la respuesta se podria hacer un analisis de su ciclo por medio de un experimento de

citometria y conocer en qué fase se encuentran las células.

La fraccion numero cuatro, como lo hemos mencionado fue la que presento mejor actividad,
por ello fue sometida a diferentes procesos cromatograficos para separar a sus
componentes. Se aislaron cuatro componentes mayoritarios, de los cuales dos se evaluaron
en las lineas celulares. EI compuesto que presento actividad citotoxica en las diferentes
lineas, fue utilizado en el ensayo para evaluar el tipo de muerte que induce en la linea

celular T-47D, que fue la mas susceptible.
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8.3 Evaluacion citotéxica de los compuestos aislados de la fracciéon cuatro

Diversos reportes sefalan el aislamiento y la actividad citotoxica de compuestos terpenoides
y particularmente de sesquiterpenos, (Heejung y col., 2011; Somwong y col., 2012). estos
compuestos no estan restringidos a una determinada familia. Numerosos reportes sefalan el
aislamiento de terpenos a partir de especies botanicas pertenecientes a la familia de
Solanaceas (Fang y col., 2013, Gui-Sheng y col., 2013); Juglandaceas (Heejung y col.,
2011); Moraceas (Somwong y col., 2012); Anonaceas (S. Bomfim y col., 2013); etc. Estos
compuestos son sintetizados en los plastidos de la célula vegetal o el citosol y como
precursor tienen al farnesil pirofosfato, FPP; (Sallaud y col., 2009). Xu y col. En 2010
reportan la actividad citotoxica de sesquiterpenos glucosilados tipo eudesmano, sobre la
linea celular Hep-G2 y HelLa con 0.018 y 0.012 puM respectivamente; con este ejemplo
podemos observar el potencial citotdéxico. El compuesto descrito por estos autores posee
dos fragmentos estructurales de naturaleza muy diferente, uno de ellos es un residuo de
carbohidrato que incrementa su polaridad y la presencia de grupos hidroxilo favorece la
formacion de puentes de hidrogeno con otras moléculas. Por otra parte, también posee una
estructura hidrocarbonada ciclica de polaridad baja. Wang y col., en 2013; determinaron que
la actividad de sesquiterpenos que carecen del fragmento de carbohidrato esta por arriba de
los 100 yg/mL. Lo que sugiere que no es soélo el esqueleto de sesquiterpeno el involucrado
en la actividad biologica. Al respecto, el compuesto aislado por Mejia en 2010 y Avelino en
2013, posee la estructura hidrocarbonada de eudesmano, pero como sustituyente en la
posicién 4, un fragmento éster del acido cinamico. A pesar de que no son las mismas lineas
celulares, es notorio que la presencia de este fragmento de acido fendlico favorece la

actividad citotoxica.

Gui-Sheng reporta la actividad citotoxica de dos sesquiterpernos que estructuralmente son
muy semejantes, salvo por la posicion de un grupo hidroxilo; el primero se encuentra unido
al carbono ocho y el segundo al carbono once. Este cambio de posicion disminuye la IC5, de
dicho compuesto. Guo-Cai y col., en 2013 reportan el aislamiento de sesquiterpenos tipo
eudesmano y su evaluacion citotoxica, donde se muestran activos a una concentracion
mayor a los 100 pyg/mL. Evaluados en seis lineas celulares; algo a destacar en este estudio
es que los compuestos no tienen un fragmento adicional, como lo es el caso de Wang y col.
Por lo que podriamos decir que estos compuestos necesitan un fragmento adicional para
mostrarse activos, a una concentracién menor a los 100 yg/mL. Sin embargo, parece que
mucho va depender del tipo celular porque en el estudio de Diogo S. Bomfim en 2013 las
moléculas reportadas presentan valores de ICso por debajo de los 20 pg/mL; la principal
diferencia entre los compuestos reportados, es la presencia de un doble enlace, en dos
moléculas es endociclico y en otra exociclico.
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Cuando las células SiHa fueron expuestas al compuesto C-4 mostraron una morfologia muy
semejante a la que presentaron al ser expuestas al antitumoral paclitaxel. Observandose
redondeadas en todas las concentraciones. Esta observacion llevo a suponer que podrian
estar actuando de la misma manera. Se conoce que el taxol actia a nivel de los
microtubulos, inhibe su polimerizacion y despolimerizacién, como consecuencia de esto se
ve afectada la division celular y la célula entra en un estado de senescencia o muerte.
También el hecho de que el compuesto C-4, presente valores de ICs, similares a los del
taxol, lleva a suponer que podria estar afectando a los microtibulos. No obstante, es
necesario llevar a cabo otros experimentos que permitan discernir sobre este posible

mecanismo de accion.

Estudios realizados por Li en 2013 determinaron que el f-eudesmol, un compuesto que
consta solo de la cadena hidrocarbonada caracteristica del eudesmano, con un doble enlace
exociclico en la posicién 4 y un grupo hidroxilo en el isopropilo, induce apoptosis a través de
la activacion de caspasa 9, por una via apoptotica mitocondrial por regulacién de citocromo
c en la linea celular HL60. Otros estudios ponen en evidencia que derivados del eudesmano
alteran el potencial mitocondrial (Diogo S. Bomfim y col., 2013) o bien inactivan el Factor
Nuclear Kappa B, (NF-kB) (Li y col., 2012), llevando también a apoptosis. Por tal motivo, en
el presente trabajo se decidié evaluar la induccién de apoptosis mediante el andlisis de la

externalizacion de la fosfatidilserina (Elmore, 2007).

Al encontrar que el compuesto C-4, presenta un efecto citotoxico mayor que el taxol, el
farmaco de uso clinico, fue necesario evaluar a ambos compuestos en células no
tumorogénicas, encontrandose para las células epiteliales de mama una ICsode 9.14 pg/mL,
mientras que taxol presenté una ICsy de 24.20 ug/mL. Pero si observamos la Tabla 5 se
necesitan menos de 5 pg/mL para disminuir la viabilidad celular sobre la linea T-47D y
menos de 10 yg/mL para la linea celular MDA-MB-231. Esto indica que el compuesto afecta
de igual manera a células tumorales que no tumorales. No obstante, el hecho de requerir
una dosis menor para las células T-47D, sugiere que podria ser utilizado en tumores con
células de este tipo. Por supuesto deben hacerse mas estudios de toxicidad in vivo y de

biodisponibilidad.
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8.4 Caracterizacion del tipo de muerte celular inducida por el compuesto C-4 sobre la

linea celular T-47D

Por el analisis de citometria de flujo pudimos observar que el compuesto C-4 con una
estructura de sesquiterpeno tipo eudesmano, induce apoptosis en las células T-47D y es
dependiente de la concentracion y tiempo de exposiciéon de la célula al tratamiento. Como lo
sefala Elmore en su revisidon sobre apoptosis, la externalizacion de la fosfatidilserina, a la
superficie de la membrana celular, es un claro indicio de induccion de apoptosis. Por otro
lado, esta externalizacion se ve relacionada a la ruta intrinseca en la muerte celular por
apoptosis, ademas la induccidén de caspasas se ve ampliamente relacionado a este proceso.
Es asi como lo sefiala Beibei y col., 2013, en la via intrinseca, el estrés celular incrementa la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, seguida por la desregularizacion del citocromo
¢, formacion del apoptosoma con Apaf-1. Una de las formas de activacién de la ruta
intrinseca ocurre cuando hay dafio en el ADN o los microtubulos, como los inducidos por
quimioterapia y radioterapia (Pazo-Cid y col., 2012). De manera indirecta podemos proponer
que el compuesto C-4 también podria inducir la generaciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) porque el compuesto guarda especial similitud con otros compuestos
ampliamente reportados, denominados lactonas sesquitérpenicas. Sin embargo, no se tiene
una idea clara sobre la manera en como estos compuestos inducen la generaciéon de ROS
(Beibei y col., 2013). La actividad de la caspasa 8 a menudo esta relacionada con la
translocacion de Bid (una proteina pro-apoptoética), la cual juega un papel importante en el

proceso de muerte.
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9. CONCLUSIONES

El extracto completo de diclorometano, presentd citotoxicidad comparable por lo reportado
por Avelino Flores en 2013; demostrando ser una fuente importante de compuestos con

potencial citotdxico.

Las fracciones derivadas del extracto no mejoraron el valor de ICso que se esperaba al tener
fracciones enriquecidas con un determinado tipo de compuestos, lo que indica un efecto
sinérgico de los componentes. Las fracciones con menor polaridad no mostraron efecto
citotoxico alguno. Sin embargo, se encontré una fracciébn que fue separada en sus
componentes y uno de ellos presento valores de ICsy menores a la fraccién y el extracto, por
lo que esta relacionado con el efecto citotdxico y podria ser uno de los principios activos del

extracto.

El compuesto citotoxico C-1 (1,4-dihidroxi 6-B-cinamoiloxi eudesmano); reportado por
Avelino, 2014 esta presente en el extracto diclorometanico de la raiz de V. persicifolia, pero
con una menor proporcion comparado con extracto de hojas, lo que indica que este

compuesto no es el unico responsable de la citotoxicidad del extracto.

El compuesto C-4 mostréo una mejor actividad sobre la linea celular T-47D, lo que sugiere
que los componentes del extracto que posean estructura de derivado de eudesmano poseen

efecto citotoxico.

Con los ensayos de citometria de flujo se determin6é que éste compuesto sesquiterpénico
tipo eudesmano puede inducir muerte por apoptosis, lo que resulta acorde a lo descrito para
estos derivados, por lo que podria ser considerado para mas experimentos los cuales

ayuden a conocer su potencial como agente citotoxico.
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11. ANEXOS

Protocolo para ensayo de evaluacion citotéoxica por ensayo de MTT

1.

Se sembraron 10,000 células por pozo en placas ELISA de 96 pozos.

2. Se dejan incubar las células por 24 h y al dia siguiente es removido el medio de

cultivo.

Se preparan las dilusiones a las concentraciones a evaluar, con un volumen final de
200 pL.

Nuevamente las células son incubadas con los tratamientos por 72 h a 37°C y una
atmosfera humeda al 5% de CO..

Finalizado el periodo de incubacion es retirado el medio y las células son lavadas con
50 uL de buffer de fosfatos PBS pH 7.3.

Se remueve el PBS y se agregan 40 pL del reactivo MTT a una concentracion de 5
Mg/mL disuelto en 10 mL de PBS.

Se incuban las células por 2 horas.

Se agregan 60 yL de DMSO y se agitan en un agitador mecanico de placas a 450
rpm durante veinte minutos.

Leer la absorbancia de la placa a 550 nm.

Protocolo para ensayo de evaluaciéon de induccion de Apoptosis a través de Anexina
VIYoduro de propidio

1.

11.

12.

13.

Se sembraron 50,000 células en placas ELISA de 24 pozos.

Se dejan incubar las células por 24 h y al dia siguiente es removido el medio de
cultivo.

Se preparan las diluciones a las concentraciones a evaluar, con un volumen final de
1000 pL.

Nuevamente las células son incubadas con los tratamientos por 24,48 0 72 h a 37°C
y una atmésfera humeda al 5% de CO..

El medio con el tratamiento fue removido y colectado en tubos de ensaye de 5 mL se
centrifugaron los tubos a 1200 rpm por 5 minutos.

El sobrenadante es decantado.

En el kit de Anexina se indica el procesamiento para preparar una solucion
amortiguadora, para el posterior tratamiento a las células.

Mientras las células eran centrifugadas, las que quedaron adheridas en la placa
fueron tripsinizadas con 60 uL de tripsina 1x.

Las células con la tripsina se incubaron por 8 minutos.

. Después de la incubarlas fueron lavadas con 300 uL de PBS (frio) / 1% de suero

fetal bovino.

El PBS del paso anterior fue colectado en los tubos de ensaye del paso 5 y se
agregaron 3300 pL de PBS del paso 10 y se centrifugaron las células a 1200 rpm por
cinco minutos.

Finalizado el tiempo del paso anterior, se decanté el sobrenadante y a las células se
les agrego 1 uL de yoduro de propidio y 2 yL de Anexina y se incubaron por quince
minutos en la oscuridad y en frio.

Por ultimo las células fueron analizadas en el citometro de flujo.
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Espectros de resonancia de fracciones con nula o escasa actividad citotéxica en los

ensayos biolégicos. En el apartado de resultados se muestra la fraccién dos y la cuatro. La

primera con nula actividad y la segunda con <<mejor>> actividad en las diferentes lineas

celulares utilizadas; y de la que se purificaron compuestos.
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Figura 38. Espectro RMN-"H de la Fraccion 1 (CDCl3, 300 MHz).
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Figura 39. Espectro de RMN-"H de la Fraccion 3 (CDCl3, 300 MHz).
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Figura 40. Espectro de RMN-"H de la Fraccion 5 (CDCl3, 300 MHz).
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Figura 41. Espectro de RMN-'H de la Fraccién 6 (CDCls, 300 MHz).
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