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TOF Tiempo de vuelo (por sus siglas en inglés) 

UV-Vis Ultravioleta-visible 
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RESUMEN 

El cáncer es un conjunto de enfermedades multicausales cuya prevalencia ha aumentado de forma considerable 

en los últimos años, posicionándolo como una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Actualmente, 

en diferentes regiones de nuestro país se emplean tratamientos contra el cáncer basados en la medicina 

tradicional; el estudio científico de este conocimiento empírico cobra relevancia debido a que algunos de los 

fármacos anticancerígenos utilizados de forma comercial hoy en día han sido inspirados en moléculas bioactivas 

obtenidas de fuentes naturales. Es por ello que en este trabajo se llevó a cabo la evaluación de la actividad 

citotóxica de la especie T. pallida en la línea celular MCF-7 de cáncer de mama, a través de un estudio 

biodirigido en el que se utilizó el ensayo de citotoxicidad MTT como criterio de selección. Mediante una prueba 

preliminar se determinó que una fracción del extracto metanólico presentó inhibición del crecimiento de la línea 

tumoral de hasta el 37.94% (1 mg/mL), después de realizar diferentes procesos de separación se logró asociar 

esta actividad a dos sub-fracciones de menor complejidad que el extracto original, cuya evaluación de la 

actividad citotóxica demostró que ambas sub-fracciones presentan un porcentaje de inhibición del crecimiento 

celular entre 23.4 y 26.6% (1 mg/mL), este porcentaje se incrementó a ≈55% al duplicar la concentración (2 

mg/mL). Como resultado de la caracterización estructural mediante RMN y MS (fracciones representativas de 

las separaciones cromatográficas de la sub-fracción MeOH 2), se lograron identificar a los metabolitos L-

fenilalanina y L-arabinitol. Además, se evaluó la actividad sinérgica entre una de las sub-fracciones activas en 

combinación con dos parasporinas de Bacillus thuringiensis (proteínas con actividad anticancerígena), sin 

embargo, el efecto citotóxico observado no fue significativo. 

 



  Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec. 

 

1 Licenciatura en Ciencias Químicas, 2019 

1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Medicina tradicional y química de productos naturales 

La biodiversidad de México es reconocida a nivel mundial, ya que se encuentra situada entre los primeros cinco 

países llamados megadiversos. Las diferencias geográficas y climáticas del país, han favorecido el desarrollo 

de una gran cantidad de especies, tanto animales como vegetales, que en conjunto representan aproximadamente 

el 12% de la diversidad biológica global.1 A su vez, las diversas culturas indígenas de México han aprendido a 

emplear la biodiversidad que les rodea en su beneficio, así es como estas comunidades han adquirido 

conocimiento de forma empírica para prevenir, tratar y curar enfermedades utilizando los recursos naturales que 

poseían de primera mano.2 Este conocimiento ha sido transmitido de generación en generación, dando paso a lo 

que hoy se conoce como medicina tradicional, cuyo uso sigue vigente especialmente en las zonas donde el 

acceso al servicio de salud es limitado.3 Entre los padecimientos que son atendidos mediante la medicina 

tradicional en el estado de Oaxaca se encuentran: enfermedades dermatológicas (dermatitis, psoriasis, acné), 

enfermedades gastrointestinales (diarrea, disentería, cólicos, gastritis, náuseas y vómito), enfermedades del 

sistema esqueleto-muscular (reumatismo, artritis, fracturas), además de la diabetes y el cáncer;4 la preservación 

de este conocimiento empírico cobra relevancia debido a que la herbolaria representa un importante punto de 

partida para áreas de investigación como la química de productos naturales, ya que el estudio químico y 

farmacológico de las especies que son utilizadas con fines terapéuticos en la medicina tradicional, permite 

identificar los principios activos que les confieren su actividad biológica.5 

1.2 Epidemiología del cáncer 

Cáncer es el nombre que recibe un conjunto de enfermedades de origen multifactorial, cuya característica en 

común es la proliferación descontrolada de células anormales, que tienen la capacidad de invadir órganos sanos 

(metástasis).6 Esta patología es actualmente la segunda causa de muerte a nivel mundial, y la tercera a nivel 

nacional y estatal.7,8 En la población femenina en México, el tipo de neoplasia de mayor recurrencia es el cáncer 

de mama, con un 14.4% del total de tumores malignos diagnosticados para el género (6 304 casos en 2015),9 

cuyos factores de riesgo comprenden la edad, mal uso de anticonceptivos orales, menopausia tardía, terapias 

hormonales, entre otros. Los principales tratamientos empleados contra el cáncer son la cirugía, la radioterapia 
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y la quimioterapia; sin embargo su baja selectividad hacia las células cancerosas provoca que se presenten 

efectos secundarios, que conllevan a una disminución de la calidad de vida de los pacientes.10,11 

1.3 Tratamientos contra el cáncer 

Dentro de las plantas pertenecientes al género Tradescantia utilizadas en el tratamiento del cáncer de forma 

tradicional, se encuentran las especies T. spathacea y T. zebrina,12 el estudio de las especies de este género 

adquiere importancia debido a que muchos de los principios activos utilizados como tratamiento contra el cáncer 

han tenido su origen en algún tipo de producto natural (Figura 1), como es el caso del paclitaxel (1, Taxus 

brevifolia Nutt), la camptotecina (2, Camptotheca acuminate), y la vincristina (3, Catharanthus roseus G.).13 
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Figura 1. Fármacos provenientes de productos naturales utilizados en el tratamiento contra el cáncer. 

 

Por su parte, la quimioterapia consiste en la administración de uno o varios principios activos que poseen la 

capacidad de inhibir la proliferación celular, las rutas de señalización, la angiogénesis, e incluso inducir la 

apoptosis.14 Los cambios genotípicos de las células cancerosas generalmente conducen a que adquieran 

resistencia a los fármacos comerciales, por lo que se ha optado por establecer terapias combinadas, 

aprovechando la actividad biológica que presentan moléculas provenientes de fuentes naturales, como su 

capacidad de actuar como quimiopreventivos y quimiosensibilizadores. Algunos ejemplos son: derivados 

fenólicos y flavonoides como la epigalocatequina-3-galato (4), el resveratrol (5), y la curcumina (6); alcaloides 

como la noscapina (7) y la oximatrina (8); esteroides y terpenoides como el lupeol (9) y el Δ9-tetrahidrocanabinol 

(10); quinonas como la timoquinona (11); y carotenoides como el α- y β-caroteno (12, 13), entre otros (Figura 

2).15,16  
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Figura 2. Metabolitos secundarios utilizados en la terapia contra el cáncer. 

 

1.4 Péptidos aislados a partir de B. thuringiensis con antividad antiproliferativa 

La cepa Bacillus thuriengiensis es una especie bacteriana Gram positiva que tiene la capacidad de sintetizar 

inclusiones proteicas de naturaleza cristalina durante la etapa de esporulación, conocidas como proteínas Cry.17 

Los fragmentos peptídicos obtenidos tras el tratamiento alcalino de los cristales son reconocidos por su 

importante actividad insecticida,18 y se emplean en la fabricación de bioinsecticidas para el control de plagas 
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como insectos y nematodos.19 Dentro de las proteínas Cry existe una subclasificación conocida como 

parasporinas, las cuales presentan actividad citotóxica contra diferentes líneas celulares, como células de cáncer 

hepático (Hep-G2) y células leucémicas (MOLT-4), entre otras.17 

Actualmente no se conocen con exactitud los mecanismos de acción de la actividad citotóxica de las 

parasporinas, sin embargo, se tienen indicios de que polipéptidos como la parasporina-2 tienen la capacidad de 

unirse de forma específica a la membrana plasmática de las células cancerígenas (Hep-G2) y así modificar la 

morfología del citoesqueleto y los organelos, induciendo la formación de poros en la membrana que conducen 

a un daño intracelular irreversible, y por consecuencia, a la muerte celular.20 

La importancia de estos nuevos agentes anticancerígenos reside en la especificidad de su efecto biológico, ya 

que se ha demostrado que tienen la capacidad de disminuir la proliferación de las células cancerígenas de forma 

selectiva, presentando un efecto menor sobre las células de tejido sano.21 Esta característica en particular amplía 

su rango de aplicación, ya que una de las desventajas de la terapia contra el cáncer son los efectos secundarios 

que se presentan debido a su baja selectividad.  

Con la finalidad de contribuir al conocimiento científico del género Tradescantia y de las especies vegetales 

que son utilizadas en la medicina tradicional de la región del Papaloapan, en este estudio se evaluó la actividad 

citotóxica de los extractos de la especie T. pallida, y también de las sub-fracciones del extracto activo. Además, 

se analizó la posible actividad sinérgica entre una de las sub-fracciones activas y dos proteínas producidas por 

la cepa bacteriana B. thuringiensis (parasporinas), las cuales son conocidas por su actividad anticancerígena 

contra diferentes líneas celulares de cáncer. 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Familia Commelinaceae 

Está formada por alrededor de 41 géneros y cerca de 650 especies, muchas de las cuales tienen aplicaciones 

etnobotánicas especialmente en Sudamérica.22 Algunas de las características que poseen las plantas de esta 

familia son: una vaina de hoja cerrada, una hoja suculenta y tres flores con pétalos y sépalos distintos.23 Debido 

a la estética que exhiben estos ejemplares se utilizan con fines ornamentales, por otra parte, en el contexto 

farmacológico se ha demostrado que presentan propiedades antimicrobianas, antimicóticas y antioxidantes,24 

además de ser utilizadas de forma tradicional en el tratamiento de una amplia gama de padecimientos (Tabla 1). 

Tabla 1. Usos de algunas especies del género Tradescantia en la medicina tradicional. 

Especie Aplicación 

T. zebrina Tratamiento de enfermedades gastrointestinales, auxiliar en el tratamiento de hiperglucemia.25,26 

T. spathacea Tratamiento de trastornos nerviosos, micosis, antimicrobiano, enfermedades venéreas y cáncer.27–29 

T. pallida Curación de heridas y como agente antimicrobiano.28,30 

 

2.2 Género Tradescantia 

El género Tradescantia está compuesto por aproximadamente 70 especies, distribuidas principalmente entre los 

países del continente americano, del cual es originario.31 A continuación se describen trabajos que confirman 

las propiedades terapéuticas que presentan algunas especies de este género de forma tradicional, así como los 

estudios fitoquímicos y farmacológicos que se han realizado hasta el momento. 

2.2.1 Actividades biológicas del extracto etanólico de Tradescantia spathacea 

La especie T. spathacea (Figura 3) también conocida como Rhoeo 

discolor, es una planta endémica de México; se utiliza en la medicina 

tradicional en forma de decocciones de sus hojas frescas para tratar 

infecciones venéreas, micosis y cáncer; dentro de las familias de 

metabolitos secundarios que han sido descritas para esta planta se 

encuentran: flavonoides, antocianinas, saponinas, carotenos, terpenos, 

esteroides y cumarinas.27  

Figura 3. Tradescantia spathacea 
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Entre los trabajos enfocados en dilucidar las actividades biológicas de la especie T. spathacea destacan dos 

estudios realizados por González-Ávila y colaboradores. En el 2003 determinaron a través de pruebas in vitro 

la capacidad mutagénica (ensayo AMES), la actividad antioxidante (método del DPPH) y la actividad 

antigenotóxica (ensayo de síntesis no programada de ADN) del extracto etanólico de las hojas deshidratadas de 

T. spathacea.27 Con ello se demostró que el extracto no fue mutagénico, por el contrario presentó actividad 

antimutagénica al evaluarlo mediante el mismo ensayo sobre células de Salmonella typhimurium (cepa TA102), 

las cuales fueron pretratadas con el agente mutagénico norfloxacino; dicho extracto tiene la capacidad de 

proteger células hepáticas contra las lesiones originadas por el agente genotóxico dietilnitrosamina, y además, 

presenta un efecto antioxidante similar al -tocoferol y el ácido ascórbico, al ser evaluados a la misma 

concentración (100 g/mL).27 Por último, a través de un segundo estudio en 2011, se determinó que el extracto 

etanólico tiene la capacidad de reducir las mutaciones ocasionadas por agentes alquilantes como la N’-nitro-N-

nitrosoguanidina y la etil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina sobre diferentes cepas de S: typhimurium (ensayo Ames); 

sin embargo, no tuvo el mismo efecto al ser evaluado contra agentes intercalantes del ADN como los compuestos 

policíclicos aromáticos (aminoantraceno y aminofluoreno).32 

2.2.2 Fitoquímicos de Tradescantia albiflora con actividad hipouricémica 

En el 2016, Wen-Ling y colaboradores, evaluaron la capacidad de los extractos de n-hexano, acetato de etilo 

(AcOEt), n-butanol (n-BuOH) y agua de las hojas de T. albiflora, para disminuir la actividad del ácido úrico en 

sangre.33 En este trabajo se realizó una evaluación biológica, en donde se utilizaron ratas de la cepa Wistar a las 

que se les indujo hiperuricemia mediante la administración de oxonato de potasio, el cual es un inhibidor de la 

enzima uricasa. Como resultado, se observó que el extracto de AcOEt mostró la mejor actividad hipouricémica. 

Posteriormente, los metabolitos presentes fueron separados mediante cromatografía en columna (Esquema 1).  
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Esquema 1. Procedimiento de aislamiento y caracterización estructural de los metabolitos secundarios presentes en el 

extracto de AcOEt de las hojas de T. albiflora. 

 

A partir de la fracción del extracto soluble en AcOEt se aislaron 12 compuestos (Figura 4): 1H-indol-3-

carbaldehído (14), 2-fenilacetamida (15), tirosol (16), p-hidroxibenzaldehído (17), ácido p-hidroxibenzoico 

(18), ácido protocatéquico (19), hidroxitirosol (20), 3,4-dihidroxibenzoato de metilo (21), 1-(3',4'-

dihidroxifenil)-2-hidroxietanona (22), 4-(3',4'-dihidroxifenil)furan-2(5H)-ona (23), bracteanólido A (24) y 

bracteanólido B (25). La elucidación estructural de los metabolitos obtenidos se efectuó mediante el uso de 

espectrometría de masas con ionización por electronebulización (ESI-MS, por sus siglas en inglés) y resonancia 

magnética nuclear (RMN).33 

Material vegetal (hojas, 100 g)

MeOH 100%, t. a. por 7 días

Extracto crudo

Extracción líquido-líquido

Separación cromatográfica (CC)

Metabolitos 14-25

RMN ESI-MS

Elucidación estructural

n-Hexano

Acetato de etilo Agua

Agua

n-Butanol Agua

Extracción líquido-líquido

Extracción líquido-líquido
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Figura 4. Metabolitos secundarios aislados a partir del extracto de acetato de etilo de T. albiflora. 

 

Después de evaluar la actividad hipouricémica de los compuestos 14-25, se determinó que todos ellos tienen la 

capacidad de inhibir a la enzima xantina oxidasa, siendo el compuesto 24 el más activo (IC50=76.4 g/mL). 

2.2.3 Fitoquímicos de Tradescantia spathacea con actividad antiviral in vitro 

Con el objetivo de discernir qué metabolitos secundarios son los responsables de la actividad antiviral in vitro 

de la especie T. spathacea, Sánchez-Roque y colaboradores en 2017, realizaron el estudio químico del extracto 

metanólico de las hojas de esta planta, en el que se identificaron de forma preliminar: cumarinas, saponinas y 

taninos.34 Posteriormente, se llevó a cabo la evaluación del efecto antiviral in vitro de las fracciones del extracto 

metanólico, obtenidas mediante cromatografía preparativa (Esquema 2). 
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Esquema 2. Procedimiento de separación e identificación estructural de los metabolitos secundarios presentes en el 

extracto metanólico de T. spathacea. 

 

A través de cromatografía preparativa del extracto metanólico, se obtuvieron 6 fracciones, de las cuales la 

fracción MF1 presentó la mejor actividad in vitro contra cepas del virus H1N1 (CC50=0.90 ± 0.01 g/ml; 

IC50=0.30 ± 0.02 g/ml). Al efectuar un análisis mediante HPLC-ESI-MS (Esquema 2), se identificaron 5 

flavonoides (Figura 5): 7-glucósido de luteolina (26), kaempferol (27), isoquercetina (28), quercetina (29) y 

rutina (30), que pueden ser los compuestos responsables de la actividad antiviral. 

Estándar utilizado/Agente revelador

• Cumarinas

Umbeliferona/KOH (5%) en etanol

• Saponinas

Diosgenina/H2SO4 (5%) en metanol

• Taninos

Proantocianidinas/vainillina (5%) en HCl

Material vegetal (hojas, 20 g)

MeOH 100%

Extracto crudo

Análisis fitoquímico preliminar (TLC) Fraccionamiento (CP)

MF1 MF2 MF5MF3 MF4 MF6

Hex/AcOEt/CH3COOH

(31:14:5)

Separación e identificación de los 

metabolitos (HPLC-ESI-MS)

CHCl3/CH3OH/NH4OH

(85:14:1)

C18 (5 cm x 2.1 mm, 1.9 m) 

Separación mediante gradiente (350 L/min) 

A) H2O, HCOOH (0.1%) 

B) B) MeOH, HCOOH (0.1%) 

Flavonoides (26-30)
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Figura 5. Flavonoides identificados a partir del extracto metanólico de las hojas de T. spathacea. 

 

2.2.4 Fitoquímicos de Tradescantia spathacea con actividad inhibitoria de la enzima tirosina fosfatasa 

(PTP1B) 

Por otro lado, Vo y colaboradores realizaron un estudio fitoquímico biodirigido en el 2017, partiendo del 

extracto metanólico de las partes aéreas de la especie Tradescantia spathacea, con la finalidad de evaluar la 

capacidad de inhibir a la enzima PTP1B, la cual es importante debido al rol que desempeña en la regulación de 

la expresión de proteínas asociadas a enfermedades metabólicas como la diabetes tipo 2.35 Para obtener el 

extracto, el material vegetal seco fue sumergido en MeOH al 99.8% (v/v) y la solución resultante se evaporó a 

presión reducida. Posteriormente el extracto fue suspendido en agua y se realizaron extracciones líquido-líquido 

utilizando disolventes de polaridad creciente. Debido a que las fracciones del extracto metanólico solubles en 

AcOEt y n-BuOH mostraron buena actividad inhibitoria contra la enzima PTP1B, se combinaron para efectuar 

el aislamiento y purificación de los compuestos bioactivos presentes en la mezcla (Esquema 3).  
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Esquema 3. Procedimiento de aislamiento y caracterización estructural de los metabolitos secundarios presentes en el 

extracto de AcOEt/n-BuOH de T. spathacea. 

 

A través de esta metodología se aislaron e identificaron 16 metabolitos (Figura 6), de los cuales 2 eran 

desconocidos: (±)-tradescantina (38) y tradescantósido (40). Los metabolitos descritos fueron identificados 

(mediante la comparación de los datos espectroscópicos y espectrométricos obtenidos) como: (2R,3R)-2,3- 

dihidroxi-2-metilbutirolactona (31), bracteanólido A (24), 4-(3',4'-dihidroxifenil)furan-2(5H)-ona (23), ácido 

(S)-2-hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)propanoico (32), ácido (R)-2-hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)propanoico (33), 

latifolicinina C (34), latifolicinina B (35), latifolicinina A (36), ácido protocatéquico (19), 1-(3',4'-

dihidroxifenil)-2-hidroxietanona (22), hidroxitirosol (20), oresbiusina A (37), kaempferol (27), y (6S,9R)-

roseósido (39). 

Material vegetal (hojas, 7 kg)

MeOH 100%

Extracto crudo

Extracción líquido-líquido

Diclorometano

Acetato de etilo Agua

Agua

n-Butanol Agua

Extracción líquido-líquido
Sub-extracto

Fraccionamiento (CC)

TD1 TD2 TD3 TD4 TD5 TD6

16 metabolitos

CH2Cl2 /MeOH (50:1 → 0:1)

Diferentes procesos 

cromatográficos

ESI-MS RMN 

Identificación/Elucidación estructural

Extracción líquido-líquido
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Figura 6. Metabolitos secundarios aislados a partir del extracto de AcOEt/n-BuOH de T. spathacea. 

 

Los resultados de la evaluación biológica indican que los compuestos 24, 35, 37 y 40 poseen una potente 

inhibición de la enzima PTP1B (valores de IC50 de 7.82 ± 0.79, 6.80 ± 0.89, 4.55 ± 0.92 y 6.38 ± 0.14 M, 

respectivamente).  

2.2.5 Fitoquímicos de Tradescantia zebrina con actividad antineoplásica 

La especie Tradescantia zebrina, o Zebrina pendula (Figura 7), es una planta 

nativa del país, categorizada como invasiva al igual que T. pallida. Además de 

sus usos de forma tradicional, existen estudios que demuestran que T. zebrina 

posee propiedades insecticidas, actividad anticancerígena, y la capacidad de 

inhibir a la enzima 15-lipoxigenasa, que está involucrada en ataques asmáticos.24 

Figura 7. Tradescantia zebrina. 
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Con respecto a la actividad anticancerígena, Xiaoqi y colaboradores aislaron 3 fitoquímicos (Figura 8) 

producidos por esta especie con actividad antineoplásica: -sitosterol (41), ácido succínico (42) y 3,5,6-

trihidroxiestigmastano (43), los cuales presentan un porcentaje de inhibición del crecimiento del 91% (100 

mg/kg), 98% (100 mg/kg) y 43% (160 mg/kg), respectivamente.36 Dicha actividad fue determinada a través de 

una prueba en células de ascitis sarcoma-180 en ratones.  

HO
OH
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HO

H

OH
OH
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Figura 8. Fitoquímicos aislados a partir de T. spathacea con actividad antineoplásica. 

 

2.3 Especie Tradescantia pallida 

La especie Tradescantia pallida, y/o Setcreasea purpurea (Figura 9), es una 

planta herbácea perenne clasificada dentro del grupo de las plantas suculentas. 

Posee un tallo cubierto de color violeta-purpúrea; hojas violeta en espiral de 

forma lanceoladas-oblongas a elípticas-oblongas de ápice agudo; la base es 

simétrica, de redondeada a ampliamente cuneada con márgenes ciliados y 

características glabrescentes. Posee inflorescencias terminales, frecuentemente en disposición opuesta a las 

hojas, presenta pedúnculos y brácteas similares a las hojas con pedicelos densamente blancos y pilosos en la 

cumbre, y sus pétalos son de color rosa.37 

La planta T. pallida (también conocida como corazón violeta), es una especie vegetal utilizada principalmente 

con fines ornamentales que posee una fuerte resistencia contra insectos y parásitos, esto le permite crecer 

rápidamente y colonizar diferentes entornos, por lo que también es considerada como una planta invasiva. Se 

encuentra ampliamente extendida en regiones con climas tropicales y subtropicales.31 

Figura 9. Tradescantia pallida. 
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En el contexto farmacológico, existen estudios que demuestran que los extractos obtenidos a partir de esta 

especie poseen actividades biológicas entre las que destacan su efecto antibacteriano (Tabla 2). 

Tabla 2. Actividad antibacteriana de T. pallida. 

Disolvente de extracción Cepas Gram + (CMI) Cepas Gram – (CMI) 

MeOH 100%24 
Bacillus cereus (5 mg/mL) Aeromonas hydrophila (5 mg/mL)  

Enterococcus faecalis (5 mg/mL) Proteus vulgaris (5 mg/mL) 

EtOH 70%28  Streptococcus mutan (20 mg/mL)  Klebsiella pneumoniae (10 mg/mL) 

 

2.4 Parasporinas: proteínas con actividad antiproliferativa 

A través de estudios realizados por Cruz-Nolasco en el 2017, se purificaron diferentes fragmentos de 

parasporinas producidas por cepas de B. thuringiensis, las cuales han sido aisladas de ecosistemas naturales de 

la región del Papaloapan. Al realizar la evaluación de la actividad citotóxica de estas proteínas se determinó que 

los polipéptidos denominados A34-2 (50 kDa) y AX-2 (65 kDa) producen inhibición del crecimiento de cultivos 

de la línea celular de cáncer de mama MCF-7 de hasta el 99.30% y 88.94% respectivamente, ambas a una 

concentración de 1 mg/mL (Figura 10).38 Sin embargo, se desconoce si estos nuevos agentes antiproliferativos 

poseen la capacidad de actuar de manera sinérgica con otras moléculas bioactivas, y de esta forma sea posible 

potenciar su actividad y emplearlos en terapias combinadas contra células neoplásicas.  

 

Figura 10. Evaluación citotóxica preliminar de las parasporinas A34-2 y AX-2. 
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3 MARCO TEÓRICO 

3.1 Química de productos naturales 

El aislamiento y la caracterización estructural de moléculas procedentes de plantas, hongos, y microorganismos, 

que puedan ser utilizadas como moléculas líderes o precursores en la síntesis o semi-síntesis de fármacos con 

un espectro de acción más amplio y una menor cantidad de efectos adversos, es objeto de estudio de la química 

de productos naturales; para ello se sigue un procedimiento general que consiste en: extraer, separar, y purificar 

a los metabolitos presentes en una mezcla obtenida a partir de una fuente natural. Después de someter esta 

mezcla o los compuestos químicos puros a evaluaciones farmacológicas, se determina si poseen actividad 

biológica. Finalmente, mediante diferentes técnicas que incluyen la espectrometría y la espectroscopía es posible 

elucidar su estructura química.39,40 

3.2 Técnicas de extracción 

Actualmente existen diferentes procedimientos enfocados en la extracción de compuestos bioactivos a partir de 

fuentes naturales, como la maceración y la extracción Soxhlet; sin embargo, estos métodos han caído en desuso 

debido a que requieren grandes volúmenes de disolventes orgánicos y tiempos de extracción largos. Es por ello 

que han surgido estrategias novedosas que incluyen el uso de fluidos supercríticos y ondas ultrasónicas.41 

3.2.1 Extracción asistida por ultrasonido (EAU) 

La técnica de EAU es una alternativa económica, reproducible y segura, que se basa en el principio de cavitación 

acústica. Este fenómeno surge cuando las ondas de sonido viajan a través del medio líquido, dando paso a la 

formación de pequeñas burbujas, las cuales cuando alcanzan su tamaño máximo sufren una implosión que 

genera microambientes con ondas de choque de varios cientos de atmósferas y temperaturas alrededor de los 5 

000 K. A través de este efecto es posible dañar las paredes de las células vegetales de la materia prima, liberando 

así los compuestos bioactivos al medio, lo que tiene un impacto positivo sobre el tiempo y los rendimientos de 

extracción.41,42 
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3.3 Técnicas de separación 

3.3.1 Cromatografía en columna (CC) 

Es una técnica que se basa en la afinidad que presenta cada compuesto químico en una mezcla, por: a) un sistema 

de disolventes, que recibe el nombre de fase móvil; y b) una fase sólida, llamada fase estacionaria. De acuerdo 

a las características químicas que exhiban los analitos, tendrán mayor o menor afinidad por una de las fases, lo 

que permitirá separarlos gradualmente. En el sistema de separación de CC (Figura 11), la fase estacionaria (en 

forma de partículas finas) es puesta en un cilindro hecho generalmente de vidrio, de varios centímetros de 

diámetro y con una altura entre 5 y 10 veces más grande que el diámetro. En esta variante de la técnica los 

analitos interaccionan con las fases estableciendo un equilibrio de adsorción-desorción, sin embargo, el 

equilibrio es desplazado debido al paso continuo de la fase móvil. La posición vertical de la columna permite 

recuperar al eluyente (fase móvil combinada con los analitos) que sale de la misma por efecto de la gravedad. 

Otra forma de realizar el procedimiento es ejerciendo presión positiva sobre el sistema, como en el caso de la 

cromatografía en columna flash (CCF); lo que se consigue conectando una bomba de aire a la parte superior de 

la columna, con la finalidad de agilizar el proceso de separación.43,44 

 

Figura 11. Representación de una separación a través de CC. 

Imagen tomada y modificada45 

 

3.3.2 Cromatografía en capa fina (TLC) 

La TLC (por sus siglas en inglés, Figura 12), es una técnica de análisis cualitativo que sigue el mismo principio 

de la CC. La diferencia entre ambas es que en esta variante la fase estacionaria es soportada sobre una placa 

delgada que puede estar hecha de vidrio o aluminio. La muestra es depositada con un aplicador sobre una línea 
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(trazada con lápiz) algunos milímetros por encima de la base, posteriormente se agrega fase móvil de 

composición adecuada a un reservorio (asegurando que el volumen se encuentre por debajo de la línea de 

aplicación de la muestra). La placa se coloca dentro del reservorio y la fase móvil sube a través de ella por efecto 

de capilaridad, separando los componentes de la mezcla en función de la afinidad que presenten por cada una 

de las fases; mediante el uso de agentes reveladores (químicos o físicos) se observan puntos sobre la placa 

cromatográfica que corresponderán a los componentes de la muestra. Usualmente los compuestos se desplazan 

a través de la placa en cierta fracción de la velocidad con que se desplaza el disolvente, esta relación recibe el 

nombre de factor de retención (Rf) y se calcula de acuerdo a la ecuación 1.44 

 
Figura 12. Representación de una separación por 

TLC 

𝑅𝑓 =
𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑞𝑢𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒 𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑜

𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑞𝑢𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒 𝑒𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
 (1) 

 

3.4 Caracterización estructural 

3.4.1 Resonancia magnética nuclear (RMN) 

Los núcleos de algunos isótopos de los elementos químicos tienen la propiedad de comportarse como pequeños 

imanes que giran en torno a un eje, y por lo tanto, poseen un momento magnético asociado a ellos, como los 

átomos de 1H (protio) y 13C (carbono-13) entre otros, por esta razón, la técnica de RMN es de especial 

importancia en la determinación estructural de moléculas orgánicas. Cuando un compuesto químico que 

contiene núcleos de esta naturaleza es sometido a un campo magnético externo, B0 (Figura 13), el momento 

magnético de una fracción de la población de los núcleos se alinean a favor de B0 (estado de menor energía o 

espín ) mientras que el resto se alinea en contra de B0 (estado de mayor energía o espín ).46 
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Figura 13. Desdoblamiento de los estados energéticos de espín nuclear de un átomo por efecto de un campo magnético 

externo. 

 

La diferencia de energía (E) entre ambos estados se relaciona de forma directamente proporcional con el campo 

magnético externo aplicado, a través de la ecuación: Δ𝐸 = 𝛾
ℎ

2𝜋
𝐵0; donde Δ𝐸 indica la diferencia de energía entre 

los estados de espín nuclear  y , ℎ es la constante de Planck (6.63𝑥10−34𝐽 ∙ 𝑠), 𝐵0es la intensidad del campo 

magnético externo y 𝛾 es una constante denominada constante giromagnética (en gauss), que depende del 

momento magnético que presenta el núcleo que se observa. Al proceso a través del cual una especie química es 

sometida a un campo magnético externo (B0) y posteriormente es irradiada con la energía electromagnética 

apropiada que permita que experimente transiciones de espín nuclear se conoce como resonancia magnética 

nuclear. Al ser irradiados, la fracción de la población de los núcleos cuyo momento magnético se alineó con el 

campo magnético externo, absorbe radiación electromagnética y experimenta una transición del estado de espín 

nuclear  al estado de espín nuclear . La cantidad de energía que absorban los núcleos se verá influencia por 

el ambiente químico que les rodea, lo que permitirá distinguir diferentes señales para el átomo del elemento 

observado en la molécula de estudio. La información derivada de un espectro de RMN consiste en:46,47 

1. Número de señales: indica el número de núcleos del isótopo de estudio con diferente ambiente químico 

en la molécula. 

2. Desplazamiento químico: denotado por la letra griega δ, indica la zona del espectro en la que absorbe 

energía cada núcleo. El valor del desplazamiento químico de cada señal estará influenciado por el 

ambiente químico que rodee al núcleo que se esté observando.  

3. Multiplicidad: desdoblamiento de las señales por efecto del acoplamiento con núcleos vecinos. 
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4. Integración de las señales: indica la proporción en la que existen los núcleos (en cada señal) del isótopo 

de estudio en la molécula. 

5. Constante de acoplamiento: separación (en hertz) que se observa entre dos señales en el espectro de 

RMN, como consecuencia del acoplamiento entre dos núcleos. Depende del ángulo diedro que forman 

entre sí. 

3.4.1.1 Espectroscopía de difusión ordenada (DOSY) 

Los experimentos de RMN tienen una gran cantidad de aplicaciones debido a que es posible detectar a todos 

los compuestos químicos que contienen el isótopo que se analiza; sin embargo, la interpretación de los espectros 

es complicada en muestras complejas. Una forma de eludir esta limitación es a través del uso de experimentos 

de difusión ordenada, ya que esta modalidad de la espectroscopía de RMN permite separar las señales del 

espectro original y relacionarlas con la molécula de la que provienen en virtud de su coeficiente de difusión 

traslacional (D); esta característica de moléculas en solución se presenta como consecuencia del movimiento 

browniano de los solutos a través de un líquido. Dicho movimiento está asociado al tamaño y forma de la 

molécula, además de algunas propiedades del medio en que se encuentra como la temperatura, la composición 

y la viscosidad.48 El desplazamiento de las especies químicas tiene un efecto de reducción sobre la intensidad 

de las señales del espectro de forma exponencial, cuyo grado de atenuación está en función de la amplitud del 

gradiente de los pulsos magnéticos suministrados, presentando un comportamiento proporcional al valor del D 

de la molécula. En la práctica, se adquiere una serie de experimentos de RMN que dependen de la fuerza del 

gradiente aplicado, generando un conjunto de espectros en los que se observa que las intensidades de las señales 

siguen un patrón de decaimiento, lo que permite establecer una correlación entre las señales que corresponden 

a la especie molecular cuya disminución tiene lugar a la misma velocidad (Figura 14).49,50 
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Figura 14. Decaimiento de las señales en un espectro de difusión ordenada. 

Imagen tomada50 

 

En el experimento DOSY más sencillo (DOSY-Oneshot) el D se muestra a lo largo del eje vertical, mientras en 

el eje horizontal se disponen las señales del espectro unidimensional de 1H. Para realizar su interpretación se 

trazan líneas perpendiculares a los ejes, con puntos de intersección situados en los valores de D y δ obtenidos, 

de tal forma que es posible establecer una correlación pseudo 2D en la que se asume que todas las señales del 

espectro original que se asocian a un valor de D pertenecen a la misma especie química; facilitando así la 

asignación de señales y su seguimiento a través de otros experimentos para construir la estructura molecular.49,50 

Un ejemplo de la aplicación de estos experimentos es el análisis de metabolitos secundarios como los 

flavonoides fisetina (44), (+)-catequina (45) y quercetina (29).51 Los flavonoides, de manera general, son una 

familia de metabolitos que comparten una estructura química básica (benzopirano: anillos A y C; fenilo: anillo 

B), lo que permite que presenten pocas diferencias en sus espectros de RMN, las cuales radican principalmente 

en la naturaleza de los sustituyentes que contienen. Debido a que D está influenciado en gran medida por el 

medio en que se encuentran inmersos los solutos, una forma de mejorar la separación de las señales es a través 

del uso de agentes que establezcan interacciones favorables con los analitos, lo que se conoce como DOSY 

asistida por matriz (MA-DOSY, por sus siglas en inglés). En el análisis de los flavonoides 29, 44 y 45, se empleó 

una mezcla de los disolventes DMSO-d6/D2O en una proporción 50/50 (v/v), para incrementar su solubilidad; 

además de incorporar el agente dodecil sulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés) a una concentración de 

80 mM, con la finalidad de manipular el valor de D. Al comparar los espectros MA-DOSY antes y después de 
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la adición del agente SDS, se observó que en este último caso se favoreció un mayor desdoblamiento de los 

valores de D, lo que permitió llevar a cabo la asignación de las señales de los analitos correspondientes (Figuras 

15a y 15b, respectivamente).  
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Figura 15. Análisis mediante MA-DOSY de los flavonoides 29, 44 y 45. a) espectro obtenido antes de la adición de 

SDS. b) espectro obtenido después de la adición de SDS (80 mM) 

 

 

Por otro lado, a través de la espectroscopía DOSY en combinación con otros experimentos de RMN como 

COSY, TOCSY, HMBC, HSQC, entre otros, también ha sido posible realizar la asignación de las señales de 

diferentes productos del metabolismo, como: polialcoholes, ácidos orgánicos y carbohidratos,52 lo que la hace 

una herramienta útil en la elucidación estructural de moléculas de interés biológico como los productos 

naturales. 

3.4.2 Espectrometría de masas (MS) 

La MS es una técnica de análisis instrumental que permite separar y analizar iones en fase gaseosa, en virtud de 

la relación masa/carga eléctrica que poseen, representada como m/z (Figura 16).53  
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Figura 16. Configuración general de un espectrómetro de masas de tipo ESI-Q-TOF. 

Imagen tomada y modificada54 

 

3.4.2.1 Ionización por electronebulización (ESI) 

Es un método de ionización que se lleva a cabo a presión atmosférica, en el cual la muestra es ionizada al hacerla 

pasar a través de un capilar cargado eléctricamente (voltaje de entre 2.5 kV y 6 kV). Para favorecer la ionización 

se agregan aditivos que son capaces de ionizar a las moléculas presentes a través de la ganancia o pérdida de 

iones H+, tales como ácidos (ESI-Positivo) y bases (ESI-Negativo) de naturaleza volátil, como el ácido fórmico 

y el hidróxido de amonio, respectivamente. Posteriormente la disolución es nebulizada dentro de la fuente de 

ionización, y una vez que se encuentra en forma de gotas pequeñas, son evaporadas gradualmente, ocasionando 

que las moléculas se acerquen entre sí hasta que son repelidas mutuamente debido a su carga eléctrica, formando 

iones independientes que migrarán hacia el siguiente dispositivo del sistema.55 

3.4.2.2 Analizadores y filtros de masas 

Después del evento de ionización los iones viajan a través de una serie de dispositivos sometidos a alto vacío, 

que tienen finalidades diferentes: los filtros de masas o cuadrupolos (Q) son dispositivos que discriminan iones 

con distinta relación m/z. Por otro lado, los analizadores de masas como el tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas 

en inglés) separan iones que viajan a través del sistema con velocidades diferentes, debido a su distinta relación 

m/z. Además de determinar la masa exacta del ion molecular, también es posible determinar la masa exacta de 

los iones que forman el patrón de fragmentación; esto se consigue al suministrar energía de colisión a la muestra 
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(en la celda de colisión) que fragmenta al ion de una forma característica para cada compuesto químico. 

Finalmente, a través de esta información se puede inferir la estructura química del compuesto de interés.56 

3.5 Evaluación de la actividad antiproliferativa  

3.5.1 Ensayo de MTT 

El ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, por sus siglas en inglés) es un 

ensayo colorimétrico utilizado para determinar la viabilidad celular. Se basa en el cambio de color que exhibe 

el reactivo MTT (46) al ser metabolizado por enzimas de la cadena respiratoria (Figura 17). El reactivo inicial 

(de color amarillo pálido, soluble en agua), es reducido a formazan (47, de color violeta, insoluble en agua) por 

medio de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales. 
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Figura 17. Reducción metabólica del MTT a formazan. 

 

El cambio de coloración en el medio indica la actividad mitocondrial de las células para llevar a cabo la 

reducción del MTT, es decir, medir su actividad funcional; por lo que la disminución de la coloración es 

directamente proporcional a la pérdida de la viabilidad celular. Para llevar a cabo el experimento es necesario 

incluir un control para el medio de cultivo celular, un control para el disolvente utilizado y preferentemente un 

control positivo. Debido a que se trata de una reacción colorimétrica, el producto de la reacción es analizado en 

un lector de placas a una longitud de onda entre 540 y 595 nm. Los resultados se expresan como porcentaje de 

células viables (supervivencia celular) de acuerdo a la ecuación 2.57,58  

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
𝑥 100 (2) 
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se estima que en el 2015 las variantes del cáncer fueron la causa de 8.8 millones de defunciones a nivel mundial, 

siendo el cáncer de mama el de mayor incidencia con 16% de los tumores malignos diagnosticados. Ese mismo 

año, en México, se determinó que de un total de 655 688 defunciones, 85 201 fueron originadas por neoplasias, 

de las cuales 6 304 corresponden a tumores malignos de mama diagnosticados en mujeres. En el periodo 

comprendido entre 2011 a 2016 la incidencia de mortalidad por esta enfermedad aumentó hasta alcanzar una 

tasa de 16 defunciones por cada 100 000 mujeres de 20 años en adelante.9,59 Las estadísticas de los últimos años 

indican que estas enfermedades han ido en aumento, sin embargo, el desarrollo de nuevos fármacos para tratarlas 

no sigue el mismo ritmo de crecimiento. 

5 JUSTIFICACIÓN 

El estudio de plantas que conduzcan al descubrimiento de compuestos que puedan ser empleados en el 

tratamiento del cáncer es importante debido a que la prevalencia de esta enfermedad ha aumentado con el paso 

del tiempo, y se ha posicionado como una de las causas principales de morbilidad en México y el mundo. 

Actualmente algunos de los medicamentos utilizados en el tratamiento del cáncer han sido obtenidos de fuentes 

naturales, como el Paclitaxel, aislado a partir de la especie Taxus brevifolia,13 sin embargo, de los cientos de 

compuestos bioactivos que han sido evaluados como agentes anticancerígenos, sólo unos pocos pasan la etapa 

de experimentación in vitro. 

Debido a que existen estudios farmacológicos que demuestran que los extractos de algunas especies del género 

Tradescantia como T. spathacea y T. zebrina poseen actividad citotóxica contra líneas celulares cancerígenas, 

a través del estudio químico y la evaluación citotóxica de la especie T. pallida se establecerá su posible 

aplicación como fuente de agentes bioactivos que puedan ser utilizados en el tratamiento del cáncer.  
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6 HIPÓTESIS 

El estudio químico y biológico de la especie Tradescantia pallida conducirá a la obtención de extractos con 

actividad citotóxica contra la línea celular de cáncer de mama MCF-7. 

7 OBJETIVOS 

7.1 Objetivo general 

Realizar el estudio químico y la evaluación citotóxica de los extractos de las hojas de T. pallida sobre la línea 

celular de cáncer de mama MCF-7. 

7.2 Objetivos específicos 

1. Evaluar la actividad citotóxica de cinco extractos de la especie T. pallida, en la línea celular de cáncer 

de mama MCF-7. 

2. Caracterizar los metabolitos presentes en los extractos activos mediante técnicas espectroscópicas como 

RMN y técnicas espectrométricas como ESI-MS. 

3. Determinar la posible actividad sinérgica del extracto más activo obtenido a partir de T. pallida en 

combinación con dos parasporinas producidas por Bacillus thuringiensis, en la línea celular de cáncer 

de mama MCF-7. 
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8 METODOLOGÍA 

8.1 Recolección y secado del material vegetal 

Para llevar a cabo la recolección de la materia prima se cortaron únicamente las hojas de la planta que tuvieran 

una longitud de 10 a 15 cm, cuidando que no presentaran alguna plaga o enfermedad. El material vegetal se 

secó a la sombra hasta observar un peso constante (7 semanas). 

8.2 Obtención de los extractos 

Las hojas trituradas se dividieron de forma equitativa en cuatro lotes, y se colocaron en frascos ámbar de 1.5 L 

de capacidad. Para realizar un fraccionamiento primario de los metabolitos secundarios presentes, se llevaron a 

cabo extracciones sucesivas asistidas por ultrasonido, utilizando disolventes de polaridad creciente (grado 

técnico), los cuales fueron destilados previamente. A cada lote se le agregó aproximadamente 400 mL de 

disolvente y se colocó en un baño de ultrasonido (Bransonic 1510R-MTH, 42 KHz ± 6%) durante 20 minutos 

(10 minutos en sonicación-pausa de 5 minutos-10 minutos en sonicación). Este procedimiento se realizó por 

triplicado. Tras concluir cada repetición, el extractante se colectó en un matraz de bola y el disolvente se retiró 

mediante evaporación a presión reducida (Rotaevaporador Büchi R-300) para así obtener el extracto seco. 

8.3 Perfil fitoquímico preliminar de los extractos 

Se realizaron 7 pruebas químicas para determinar la presencia de algunas familias de metabolitos secundarios 

en los extractos obtenidos, utilizando los protocolos descritos por Patil y Deshmukh,60 con algunas 

modificaciones. Se pesaron aproximadamente 50 mg de los extractos secos y se solubilizaron en 2 mL de una 

mezcla EtOH/agua. Para preparar las alícuotas de cada extracto se colocaron de 5 a 10 gotas de la disolución y 

se adicionó agua destilada para completar el volumen requerido, por último se añadieron los reactivos 

correspondientes para cada ensayo.  

Al mismo tiempo se incluyó un estándar representativo de cada familia de metabolitos a evaluar como control 

positivo de la reacción y un blanco como control negativo (vehículo en el cual se solubilizaron los reactivos).  

8.4 Análisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC 

Se realizó un perfil cromatográfico preliminar de los extractos mediante TLC. Para ello se utilizaron placas 

cromatográficas de sílica gel 60 F254 (5 cm x 4 cm; 3.5 cm x 4.0 cm; 3.0 cm x 4.0 cm), en las cuales se depositó 
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una pequeña muestra de los extractos solubilizados en los disolventes apropiados, a su vez, en el análisis de los 

extractos menos polares (Hex, CH2Cl2 y AcOEt) se incluyeron dos estándares.  

Posteriormente, las placas fueron eluidas utilizando 5 sistemas binarios de polaridad ascendente (Hex/AcOEt 

90:10 y 70:30, CH2Cl2/MeOH 95:05 y 50:50, MeOH/H2O 90:10) y observadas mediante distintos agentes (luz 

visible, radiación UV-254 nm, radiación UV-365 nm y H2SO4/Δ). Por último, se realizó el cálculo de Rf para 

los componentes mayoritarios de los extractos. 

8.5 Evaluación preliminar de la actividad citotóxica de los extractos 

Para la evaluación citotóxica preliminar, se utilizó la línea celular MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama), 

cultivada en el medio comercial Dubecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Biowest), suplementado con 

suero fetal bovino (Biowest) al 10% (v/v) y una mezcla penicilina/estreptomicina (Biowest) al 1% (v/v). Las 

células se incubaron a 37 oC en presencia de ambiente humidificado y CO2 (5%). Posteriormente se utilizó un 

mililitro de tripsina proteasa (Biowest) para desprender las células, la suspensión celular resultante se transfirió 

a un tubo cónico de 15 mL y se centrifugó durante 5 minutos a una velocidad de 1000 rpm (Thermo Scientific 

Heraeus Megafuge 16R). Del paquete celular obtenido después de la centrifugación se preparó una suspensión 

celular a una dilución 1:20 y se realizó el conteo en una cámara de Neubauer. 

Se prepararon cajas de cultivo de 6 pozos con diferentes densidades de la línea celular mencionada (Tabla 3) y 

se incubaron durante 24 h. 

Tabla 3. Densidad celular utilizada en la evaluación preliminar de la actividad citotóxica. 

Extracto Vehículo Controles incluidos (densidad celular) 

Hexano Medio de cultivo, con DMSO al 20% 
Medio de cultivo (3.5x105) 

Medio de cultivo, con DMSO al 20% (3.5x105) 

Diclorometano Medio de cultivo, con DMSO al 4% 
Medio de cultivo (1.7x105) 

Medio de cultivo, con DMSO al 4% (1.7x105) 

Acetato de etilo Medio de cultivo, con DMSO al 8% 
Medio de cultivo (1.7x105) 

Medio de cultivo, con DMSO al 8% (1.7x105) 

Metanol 1 Medio de cultivo Medio de cultivo (5x104) 

Metanol 2 Medio de cultivo Medio de cultivo (5x104) 

Agua Medio de cultivo Medio de cultivo (5x104) 
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Se pesaron aproximadamente 10 mg de cada uno de los extractos y se solubilizaron en un vehículo adecuado. 

Las soluciones se esterilizaron por filtración con una membrana con tamaño de poro de 0.22 m (TPP pritzen-

syringe-filter). Se hicieron diluciones sucesivas, para preparar 5 disoluciones de entre 0.062 y 1 mg/mL y de 

esta forma realizar un ensayo dosis-respuesta con un tiempo de exposición de 24 h.  

Una vez transcurrido este tiempo se retiró el medio de cultivo y se efectuó el ensayo MTT, para ello se colocaron 

25 L de una solución que contenía 5 mg/mL del reactivo MTT y 475 L de medio de cultivo por cada pozo. 

Las placas se incubaron durante 4 h, posteriormente los cristales de formazan depositados en el fondo de las 

placas se solubilizaron en isopropanol (grado técnico), y se realizó la lectura de la absorbancia a 595 nm en un 

espectrofotómetro UV-Vis (Optizen Pop). Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de 

supervivencia celular. 

8.6 Separación cromatográfica del extracto MeOH 2 (C1) 

La muestra se preparó mezclando el extracto MeOH 2 (3.2873 g) disuelto en metanol con sílica gel 60 con 

tamaño de partícula 230-400 m (10.3025 g), la suspensión se sometió a un proceso de evaporación a presión 

reducida. Posteriormente se preparó una columna cromatográfica de 5 cm de diámetro con un lecho de sílica de 

4” de altura, para lo que se utilizó una mezcla de Hex/AcOEt (70:30) como fase móvil inicial. A esta columna 

se adicionó la muestra seca, los componentes se eluyeron utilizando un gradiente de polaridad (Hex/AcOEt 

7:3→1:1, AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 7:3→1:1, MeOH 100%, MeOH/H2O 9:1, H2O 100%). 

8.7 Evaluación de la actividad citotóxica de las sub-fracciones del extracto MeOH 2 

8.7.1 Ensayo preliminar 

La línea celular MCF-7 se propagó empleando la metodología descrita en la sección 8.5, para este ensayo se 

utilizaron placas de 6 pozos con 5x104 células cada uno.  

Se pesaron 8 mg de las sub-fracciones 1 a 5 y se disolvieron en 4 mL de medio de cultivo suplementado, 

posteriormente la solución se filtró. Se realizaron diluciones sucesivas (relación 1:2 en cada caso) partiendo de 

una concentración de 2 mg/mL, hasta llegar a 0.125 mg/mL. Para la sub-fracción 6, debido a que contenía agua, 

se hicieron las mismas diluciones partiendo de una concentración de 2% (v/v) hasta 0.125% (v/v). Los 

tratamientos se dejaron actuar durante 24 horas, una vez transcurrido este tiempo se eliminó el exceso de medio 
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de cultivo. Como siguiente paso, se agregaron 40 L del reactivo MTT (5 mg/mL) y 760 L de medio de cultivo  

a cada pozo, el cual se dejó actuar durante 4.5 horas. Posteriormente se retiró el excedente y se midió la 

absorbancia de los cristales disueltos en alcohol isopropílico (grado técnico), en un espectrofotómetro UV-Vis 

a 570 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de supervivencia celular. 

8.7.2 Ensayo por duplicado 

La línea celular MCF-7 se propagó empleando la metodología descrita en la sección 8.5, en placas de 96 pozos 

con 5x104 células cada uno.  

Se pesaron entre 6.3 y 8.4 mg de cada sub-fracción y se añadió el volumen necesario de medio cultivo para 

preparar soluciones stock de 2 mg/mL. A partir de esta solución se prepararon 4 diluciones (0.125, 0.25, 0.50, 

1.00 mg/mL). Se añadieron 200 L de las 5 soluciones preparadas y se dejaron actuar sobre los cultivos durante 

36 h (se incluyó un control negativo). 

Una vez terminado el tiempo de exposición, se retiró el medio de cultivo. Posteriormente, se agregaron 5 L de 

MTT (5 mg/mL) y 95 L de medio de cultivo a cada pozo, el cual se dejó actuar durante 4.5 h. Al terminar la 

reacción se retiró el excedente y se agregaron 200 L de DMSO para disolver los cristales depositados en el 

fondo de la placa, y se hizo una dilución con 150 L de DMSO más 25 L de la solución de formazan. Se midió 

la absorbancia de la muestra en un lector de placas a 595 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de 

supervivencia celular.  

8.8 Separaciones cromatográficas de la sub-fracción EM2-4 (C2 y C3) 

C2: La sub-fracción EM2-4 (1.130 g) se solubilizó en MeOH y se combinó con sílica para cromatografía flash 

(4.4417 g), posteriormente el disolvente se retiró por evaporación a presión reducida. Se preparó una columna 

cromatográfica de 4 cm de diámetro con un lecho de sílica de 4” de altura. A esta columna se adicionó la muestra 

seca. Los componentes se eluyeron mediante un proceso de separación isocrático (CH2Cl2/MeOH/H2O, 

80:20:5). Para finalizar la separación, los componentes retenidos en la fase estacionaria se eluyeron utilizando 

una mezcla de MeOH/H2O (90:10). 

C3: El extracto presente en el eluyente hidroalcohólico anterior (≈662.8 mg) fue disuelto en MeOH nuevamente 

y se combinó con sílica para cromatografía flash (2.5 g), el disolvente fue retirado mediante evaporación a 
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presión reducida. Se preparó una columna de 3 cm de diámetro con un lecho de sílica de 4”. A esta columna se 

adicionó la muestra y se realizó un proceso de separación isocrático (CH2Cl2/MeOH/H2O, 80:20:1). 

8.9 Separación mediante cromatografía en placa preparativa (CP) 

Se preparó una placa de cromatografía preparativa utilizando sílica 60 GF254 (Merck) suspendida en agua 

destilada. Las reuniones EM2-4-4 y EM2-4-5 provenientes de la separación cromatográfica C3 se combinaron 

y se solubilizaron en MeOH destilado. La muestra se aplicó sobre la placa (grosor de la línea=2 mm), y la placa 

se colocó en un reservorio cerrado donde se eluyó con una mezcla de CH2Cl2/MeOH/H2O (80:20:2). Una vez 

alcanzada la línea designada como frente de disolvente, la placa se retiró del reservorio y se secó. El 

procedimiento de elución se repitió dos veces más.  

Posteriormente, la placa se observó bajo radiación UV-254 nm y se delimitó un área de 20 cm x 2 cm para llevar 

a cabo el revelado con ninhidrina. Las bandas elegidas se recuperaron de la placa y se resuspendieron en MeOH 

destilado para solubilizar los metabolitos secundarios presentes, la suspensión se filtró y el sobrenadante fue 

evaporado a presión reducida. 

8.10 Caracterización estructural 

8.10.1 Análisis mediante resonancia magnética nuclear 

Se seleccionaron cuatro muestras representativas de la columna C3 y tres de la placa preparativa. Cada muestra 

fue disuelta en 600 L de metanol-d4 (99.8% de átomos de deuterio, con TMS al 0.05 % v/v) y transferida a 

un tubo de resonancia magnética (Wilmad, Sigma Aldrich, diámetro 5 mm, límite de frecuencia 600 MHz). Los 

experimentos (1H, 13C, gCOSY, gHSQC, gHMBC, DOSY-Oneshot) fueron adquiridos a 25 ºC en un 

espectrómetro de RMN Varian/Agilent Premium Compat 600 MHz (14.1 T) con módulo de gradiente de campo 

pulsado y sonda de 5 mm 1H-19F/15N-31P, equipado con el software Varian VNMRJ-2.3 Revision A. Los 

espectros obtenidos fueron procesados en el software MestreNova versión 6.0.2-5475, 2009. 

8.10.2 Análisis mediante espectrometría de masas 

El análisis se realizó en un espectrómetro de masas SYNAPT G2-Si (Waters), equipado con fuente de ionización 

por electronebulización, filtro de masas de cuadrupolo sencillo, celda de colisiones y analizador de masas de 

tiempo de vuelo (ESI-Q-TOF). La operación del equipo y el análisis de los datos se llevaron a cabo en el 
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programa MassLynx 4.1. Los espectros fueron obtenidos con un voltaje de 3000 V y 30 V para la fuente de 

ionización y el cono de muestra, respectivamente. Como gas de desolvatación se utilizó N2 a 200 ºC con un flujo 

de 800 L/h. La muestra se analizó mediante infusión directa con un flujo de 10 L/min a través de un capilar a 

100 ºC. 

Se solubilizaron 0.5 L de cada muestra (provenientes del análisis mediante RMN) en 1 mL de metanol grado 

espectrometría de masas y se observaron en ambos modos de ionización, asistidas por 2 L de ácido fórmico 

(Fluka, 49-51%, para uso en HPLC, 50% en agua) para ESI-(+) y 3 L de hidróxido de amonio (Sigma-Aldrich, 

28% de NH3 en H2O 99.99%) para ESI-(-). Los datos espectrales fueron corregidos infundiendo continuamente 

el péptido de referencia Leucina-Encefalina (Leu-Enk-(+): 556.2771; Leu-Enk-(-): 554.26.15). 

8.11 Evaluación de la actividad citotóxica sinérgica EM2-4 + parasporinas 

La línea celular MCF-7 se propagó empleando la metodología descrita en la sección 8.5, en esta ocasión se 

utilizaron placas de 96 pozos con 5x104 células cada uno.  

Se pesaron aproximadamente 35.3 mg de la sub-fracción EM2-4 y se añadió el volumen necesario de medio 

cultivo suplementado para llegar a una concentración de 2 mg/mL. A partir de esta solución se prepararon 4 

diluciones (0.125, 0.25, 0.50, 1.00 mg/mL). Se añadieron 200 L de las 5 soluciones preparadas y 2 L de la 

solución de la parasporina correspondiente a cada pozo, los tratamientos se dejaron actuar sobre los cultivos 

durante 36 h (se incluyó un control negativo). Se realizaron dos ensayos con cuatro series para cada tratamiento. 

Una vez terminado el tiempo de exposición, se retiró el medio de cultivo excedente y se agregaron 5 L de 

MTT (5 mg/mL) y 95 L de medio de cultivo a cada pozo, el cual se dejó actuar durante 4.5 h. Al terminar la 

reacción se retiró el excedente y se agregaron 200 L de DMSO para disolver los cristales depositados en el 

fondo de la placa, posteriormente se hizo una dilución con 150 L de DMSO más 25 L de la solución de los 

cristales de formazan. Se midió la absorbancia de la muestra en un lector de placas a 595 nm. Los resultados se 

expresaron como porcentaje de citotoxicidad.  



  Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec. 

 

32 Licenciatura en Ciencias Químicas, 2019 

9 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

9.1 Recolección y secado del material vegetal 

La recolección de la planta se efectuó en la colonia El Castillo, en la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca (18° 05' 05.8" 

N 96° 08' 53.6" O). Las hojas húmedas (6.1 kg) se secaron a temperatura ambiente (Figura 18a) y se trituraron, 

obteniendo 320 g de material vegetal. El contenido de humedad de esta parte de la planta es de alrededor del 

95% (m/m); valor que es acorde con lo descrito para otras especies del género Tradescantia, como T. 

spathacea.61 

  

Figura 18. a) Secado del material vegetal. b) EAU. 

 

9.2 Obtención de los extractos 

De la EAU (Figura 18b) se obtuvieron en total 53.5380 g de extracto crudo (al sumar las masas de los extractos 

obtenidas con cada disolvente), lo que representa un rendimiento de extracción del 17% (m/m) con respecto a 

la masa del material vegetal seco (Tabla 4). Los extractos polares (MeOH y agua), presentaron un mejor 

rendimiento en comparación con los de mediana y baja polaridad. La tendencia observada en los rendimientos 

de extracción sigue el orden: agua > MeOH > CH2Cl2 > Hex > AcOEt. 

Durante el proceso de extracción con MeOH, se observó que una fracción de este extracto adquirió una tonalidad 

magenta similar a la que presentó el extracto acuoso y se formó un precipitado, por lo que se decidió tratarla 

como una sub-fracción del extracto metanólico (designado como MeOH 2). 

 

 

a) b) 
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Tabla 4. Resumen del procedimiento de EAU. 

Disolvente Masa de extracto (g) Rendimiento (%)* 

Hex 3.0370 0.92 

CH2Cl2 3.7809 1.15 

AcOEt 1.8915 0.57 

MeOH 
4.2714 (MeOH 1) 1.29 

3.4548 (MeOH 2) 1.05 

Agua 40.1034 12.15 

Masa total=56.5390 17.13 

*Porcentaje calculado con respecto a la cantidad de material vegetal seco 

 

9.3 Perfil fitoquímico preliminar 

Para realizar el estudio fitoquímico preliminar se emplearon 7 ensayos basados en la formación de un derivado 

colorido y/o precipitado (Tabla 5), con la finalidad de identificar a las principales familias de metabolitos 

secundarios presentes en los extractos obtenidos.  

Tabla 5. Resumen de las pruebas fitoquímicas preliminares de los extractos. 

Metabolitos a 

determinar 
Reactivos 

Resultado esperado 

(Referencia utilizada) H
ex

 

C
H

2
C

l 2
 

A
cO

E
t MeOH 

A
g

u
a
 

B
L

K
 

R
ef

 

M1 M2 

Taninos 

Ensayo de 

Braymer 

2 mL de extracto + 2 mL 

H2O, + 2-3 gotas de FeCl3 

(5%) 

Precipitado verde 

(Ácido tánico) 
X X  X X  X  

Flavonoides 
1 mL de extracto + 1 mL de 

Pb(OAc)4 (10%) 

Coloración amarilla 

(Quercetina) 
X X  X X  X  

Glicósidos 

Ensayo de 

Liebermann 

2 mL de extracto + 2 mL de 

CHCl3 + 2 mL de AcOH 

Coloración violeta-

verde 
X X * X X X X - 

Cumarinas 
1 mL de extracto + 1.5 mL 

de NaOH (10%) 

Coloración amarilla 

(Ácido 4-hidroxi-3-

metoxicinámico) 

X X  X X  X  

Proteínas 

Ensayo 

xantoprotéico 

1 mL de extracto + 1 mL de 

H2SO4 (conc.) 
Precipitado blanco X X X X X X X - 

Esteroides 

Ensayo de 

Salkowski 

1 mL de extracto + 1 mL de 

CHCl3 + 1 mL de H2SO4 

(conc.) 

Anillo rojizo en la 

unión de las dos fases 

(Colesterol) 

X X    X X  

Terpenoides 

1 mL de extracto + 1 mL de 

(CH3CO)2 + 1 mL de 

H2SO4 (conc.) 

Coloración roja 

oscura 

 

X X X X X X X - 

*Resultados no concluyentes. 
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Los extractos en los que se observó un mayor número de resultados positivos fueron los de polaridad media a 

alta (Figura 19), por ejemplo, en los extractos de AcOEt y agua se detectó la presencia de compuestos fenólicos 

como flavonoides, cumarinas y taninos. Por otro lado en los extractos de AcOEt y MeOH (ambas sub-

fracciones) se detectó la presencia de compuestos de naturaleza esteroidal. Para el caso del ensayo de 

Liebermann no se obtuvieron resultados concluyentes debido a que los extractos donde se observó un posible 

resultado positivo poseen color rojo-magenta, lo que interfiere con la identificación. 

 
Figura 19. Resultados de las pruebas fitoquímicas preliminares de los extractos. 

Nota: 1: Hex, 2: CH2Cl2, 3: AcOEt, 4: MeOH 1, 5: MeOH 2, 6: Agua, 7: Blanco, 8: Referencia. Los rombos indican 

resultados positivos 

 

 

 

 

Taninos Flavonoides

Glicósidos Cumarinas

Proteínas Esteroides

Terpenoides

1       2       3 4   5   6  7 

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

1  2      3   4  5   6   7  8   

1  2      3  4 5       6  7  8   1   2 3    4        5  6   7    8 

1  2    3  4   5 6 7    8 
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Estos resultados complementan la información que se conocía hasta el momento en cuanto a la composición 

química de los extractos de T. pallida, ya que algunas de las familias de metabolitos secundarios que se han 

descrito en el extracto metanólico de esta especie mediante ensayos fitoquímicos son: flavonoides (tiras de zinc 

y HCl conc.), alcaloides (ensayo de Mayers, ensayo de Dragendorff y ensayo de Hager), taninos (dicromato de 

potasio al 10%) y carbohidratos (ensayo de Fehling).62 

Por otro lado, a través de técnicas instrumentales como HPLC-ESI-MS se ha demostrado que las especies T. 

albiflora y T. spathacea contienen dentro de sus constituyentes químicos metabolitos secundarios como: 

quercetina, isoquercetina, kaempferol, bracteanólido A y B, entre otros, a los cuales se les atribuyen algunas de 

las actividades biológicas que presentan.33,34 Debido a que a través de varios estudios fitoquímicos se ha 

establecido que T. pallida, T. albiflora y T. spathacea producen metabolitos secundarios que pertenecen a la 

misma familia (como es el caso de los compuestos fenólicos), se plantea la posibilidad que compartan un perfil 

fitoquímico similar.  

9.4 Análisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC 

Tomando en cuenta que cada punto en las placas cromatográficas indica la presencia de un compuesto químico, 

y partiendo de la premisa que en la mismas condiciones de separación los metabolitos que se encuentren en más 

de un extracto conservan el mismo valor de Rf, al realizar el análisis mediante TLC con Hex/AcOEt en una 

proporción 90:10 como sistema de elución (Tabla 6) se concluyó que los extractos de Hex, AcOEt y CH2Cl2 

poseen un perfil fitoquímico similar, ya que se observan tentativamente los mismos metabolitos al revelar las 

placas con luz visible (Rf=0.90), radiación UV-254 nm (Rf=0.64, 0.53), radiación UV-365 nm (Rf=0.73, 0.29) 

y H2SO4, Δ (Rf=0.73, 0.24, 0.18). Al incrementar la polaridad del sistema de elución Hex/AcOEt a una 

proporción 70:30, se logró apreciar un perfil de metabolitos más amplio en los tres extractos mencionados, 

especialmente al revelar la placa cromatográfica con H2SO4 y calentamiento (Rf=0.97, 0.87, 0.72, 0.63, 0.47). 
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Tabla 6. Resultados del análisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC (1). 

Sistema de elución: Hex/AcOEt (90:10) 

Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2SO4, Δ 

    

0.90  0.64  0.53 0.73  0.29 
0.73 

0.24 
0.18 

Sistema de elución: Hex/AcOEt (70:30) 

Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2SO4, Δ 

    

0.75 

0.63 

0.59 

0.47 

0.34 

0.25 

0.97 

0.73 

0.62 

 

0.97 

0.87 

0.73 

0.62 

0.48 

0.29 

0.97 

0.87 

0.72 

0.63 

0.47 

0.23 

Nota: R1: fitol, R2: β-sitosterol, H: Hexano, D: CH2Cl2, A: AcOEt, M: MeOH 1, M2: MeOH 2, Ag: Agua. 

 

En este último análisis se incluyeron dos estándares (Figura 20), los metabolitos secundarios β-sitosterol (41) y 

fitol (48), los cuales presentan un Rf de 0.87 y 0.62 respectivamente, por lo que fue posible identificarlos en los 

tres extractos de menor polaridad. 

HO

H

41

OH

48  
Figura 20. Metabolitos secundarios identificados por TLC. 

 

El compuesto β-sitosterol es un metabolito secundario de naturaleza esteroidal clasificado dentro del grupo de 

los fitosteroles (isopentenoides policíclicos hidroxilados), que son compuestos presentes comúnmente en aceites 

R1    R2   H    D    A    M   M2 Ag 

R1   R2    H    D     A    M   M2  Ag 

R1    R2     H     D    A     M   M2 Ag R1     R2     H     D     A      M   M2 Ag R1     R2     H    D    A     M   M2 Ag 

R1    R2      H     D    A     M    M2  Ag R1   R2     H     D     A      M   M2  Ag R1   R2     H     D     A     M   M2  Ag 
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vegetales, semillas y nueces. Los fitosteroles son conocidos por la variedad de actividades biológicas que 

poseen; se ha descrito que β-sitosterol presenta actividad anti-inflamatoria, antipirética e inmuno-moduladora; 

por otro lado, debido a su similitud con el colesterol, posee un efecto reductor de los niveles de colesterol además 

de un efecto antineoplásico.63 En este último contexto, se han utilizado diferentes modelos de cáncer para 

evaluar la actividad antiproliferativa de β-sitosterol, entre los resultados obtenidos destaca el hecho de que este 

metabolito secundario posee un efecto dual, en el que a concentraciones bajas (1-150 mol/L) favorece el 

crecimiento de la línea celular MCF-7 (modelo in vitro), hasta 2.4 veces mayor con respecto al control negativo; 

mientras que en ratones atímicos ovariectomizados (modelo in vivo) la introducción de β-sitosterol a través de 

la dieta tiene un efecto de protección contra el crecimiento del tumor implantado (estimulado con 17β-

estradiol).64 Por su parte, fitol, es un metabolito secundario producido por la mayoría de los organismos 

fotosintéticos ya que es una molécula que forma parte de la clorofila, por lo que es considerado el isoprenoide 

acíclico mayoritario en la biósfera; este compuesto posee una gran cantidad de actividades biológicas, entre las 

que destacan su actividad antimicrobiana (E. coli, S. aureus, A. niger, etc.), anticonvulsionante (ratones Swiss), 

anti-inflamatoria (edema inducido), anti-diabética (ratas Wistar), y anticancerígena (células MDA-MB-231).65 

Sin embargo, en el caso de ambos metabolitos no se han establecido completamente los mecanismos de acción 

que siguen para presentar dichos efectos biológicos.  

En un segundo ensayo, para desplazar los metabolitos retenidos en el punto de aplicación de los extractos más 

polares (CH2Cl2 en adelante) se aumentó la polaridad de la fase móvil a un sistema de CH2Cl2/MeOH (95:05), 

lo que permitió observar al menos 9 compuestos diferentes (sistema, al revelar bajo radiación UV-365 nm) con 

factores de retención que oscilan entre 0.13 y 0.97 (Tabla 7). 
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Tabla 7. Resultados del análisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC (2). 

Sistema de elución: CH2Cl2/MeOH (95:05) 

Luz Visible UV-254 nm H2SO4, Δ 

  
 

0.97 

0.88 

0.50 

0.39 

0.38 

0.25 

0.13 

0.97 

0.88 

0.57 

0.37 

0.97 

0.85 

0.62 

0.51 

0.35 

Nota: D: CH2Cl2, A: AcOEt, M: MeOH 1, M2: MeOH 2, Ag: Agua. 

 

Debido a que con el sistema de elución anterior no fue posible separar los compuestos de los extractos más 

polares (MeOH 1 en adelante), se incrementó la proporción de MeOH a 50% en CH2Cl2 y posteriormente 90% 

en agua. Con este último sistema se observaron al menos 7 compuestos (Tabla 8) en las fracciones del extracto 

metanólico y el extracto acuoso, al revelar a placa con radiación UV a 365 nm.  

  

D      A     M    M2   Ag D      A       M     M2   Ag D     A      M   M2   Ag 
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Tabla 8. Resultados del análisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC (3). 

Sistema de elución: CH2Cl2/MeOH (50:50) 

Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2SO4, Δ 

    

0.97 0.81 0.97 0.81 0.97 0.81 0.97 0.81 

Sistema de elución: MeOH/H2O (90:10) 

Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2SO4, Δ 

   
 

0.93 0.82 - 

0.94 

0.84 

0.75 

0.66 

0.42 

0.31 

0.93 0.82 

Nota: M=MeOH 1, M2=MeOH 2, Ag=Agua. 

 

9.5 Evaluación preliminar de la actividad citotóxica 

 

Esquema 4. Evaluación preliminar de la actividad citotóxica. 

 

La actividad citotóxica de los seis extractos obtenidos se evaluó frente a la línea celular MCF-7 de cáncer de 

mama, a través del ensayo de MTT (Esquema 4), siendo el extracto MeOH 2 el que presentó la mayor 

disminución de la proliferación celular de manera dosis-dependiente (Figura 21). El mejor efecto fue observado 

a la dosis de 1 mg/mL, con una inhibición del crecimiento del 37.94% con respecto al control negativo 
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(supervivencia=62.06%). Por otro lado, es importante mencionar que los extractos no polares a polaridad media 

(Hex, CH2Cl2 y AcOEt) indujeron un aumento en el crecimiento de la población celular, de los cuales el extracto 

hexánico (concentración=0.06 mg/mL) presentó el mayor porcentaje de proliferación, con un aumento de 

aproximadamente 4 veces la cantidad de células presentes en el control negativo (medio de cultivo + vehículo 

de disolución del extracto). Este comportamiento puede atribuirse a la presencia del metabolito secundario β-

sitosterol, el cual fue identificado en los tres extractos mencionados mediante el análisis por TLC, y se ha 

demostrado a través de estudios in vitro que induce un aumento en la proliferación de la línea celular MCF-7, 

como consecuencia del efecto estrogénico que presenta sobre dicha línea celular.63 

 

Figura 21. Evaluación citotóxica preliminar de los extractos. 

Nota: Los resultados son expresados como la media de los datos obtenidos. El primer punto de la curva corresponde al 

control negativo. 

 

La actividad citotóxica no ha sido descrita para la especie T. pallida, sin embargo, otras especies del género han 

presentado resultados promisorios a nivel extracto, como es el caso de T. spathacea, cuyo extracto 

hidroalcohólico posee actividad citotóxica contra la línea celular MCF-7, de hasta el 50% de inhibición del 

crecimiento a una concentración de 229 g/mL.5 

En un estudio alterno, al realizar la evaluación de 10 extractos de polaridad ascendente de las hojas de T. 

spathacea, se comprobó que sus extractos polares (acuoso, metanólico y etanólico) poseen actividad citotóxica 

específica contra diferentes líneas de cáncer como HT-29, Hep-G2 y PC-3 a concentraciones bajas (10 g/mL).6 

Además, mediante un análisis a través de HPLC-MS-TOF se comprobó que los extractos evaluados poseen 

metabolitos secundarios pertenecientes a la familia de los compuestos fenólicos (antocianinas, y los ácidos: 

0,00%

50,00%

100,00%

150,00%

200,00%

250,00%

300,00%

350,00%

400,00%

0 , 0 0 0 0 , 1 2 5 0 , 2 5 0 0 , 3 7 5 0 , 5 0 0 0 , 6 2 5 0 , 7 5 0 0 , 8 7 5 1 , 0 0 0

S
u
p
er

v
iv

en
c
ia

 c
el

u
la

r

Concentración (mg/mL)

Actividad c i totóxica

Hexano

Diclorometano

Acetato de etilo

Metanol 1

Metanol 2

Agua



  Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec. 

 

41 Licenciatura en Ciencias Químicas, 2019 

ferúlico, clorogénico, p-cumárico, etc.), los cuales además de su efecto citotóxico, también presentan efectos 

benéficos sobre la salud ya que actúan como agentes antioxidantes y antimicrobianos. El efecto citotóxico de 

metabolitos secundarios como el ácido ferúlico y algunas antocianinas ha sido atribuido a su capacidad de 

intervenir y modificar mecanismos del ciclo celular, además de ofrecer quimioprotección hacia las células sanas 

en las etapas tempranas de la enfermedad.  

Debido a que es común observar similitud en el perfil de metabolitos secundarios que producen especies 

vegetales que pertenecen al mismo género, se espera que la especie T. pallida presente entre sus constituyentes 

químicos estas moléculas o derivados de ellas en las fracciones de mayor polaridad (extractos MeOH 1, MeOH 

2 y acuoso), es por ello que resulta congruente inferir que los mecanismos de acción de los compuestos 

bioactivos que compartan estas dos especies se conserve, siendo la apoptosis uno de los mecanismos que se ve 

favorecido por la presencia de compuestos polares como los polifenoles.14 

9.6 Separación cromatográfica del extracto MeOH 2 (C1) 

 

 

Fase móvil Fracción 

Hex/AcOEt 70:30 1-3 

Hex/AcOEt 50:50 4-6 

AcOEt 100% 7-9 

AcOEt/MeOH 70:30 10-16 

AcOEt/MeOH 50:50 17-19 

MeOH 100% 20-24 

MeOH/H2O 90:10 25-33 

H2O 100% 34-36 
 

Esquema 5. Procedimiento de la separación cromatográfica C1. 

 

Con base en los resultados obtenidos para la evaluación biológica, se eligió el extracto MeOH 2. Durante la 

separación cromatográfica C1 se colectaron 36 fracciones de aproximadamente 50 mL, mediante un gradiente 

de polaridad, iniciando con un sistema de elución de Hex/AcOEt (70:30), hasta eluir completamente con 

sistemas polares como MeOH/H2O (Esquema 5). El seguimiento de la separación se realizó mediante TLC, con 

el uso de tres agentes reveladores (Tabla 9).  

 

MeOH (2)

36 fracciones

(C1)

EM2-1
(1-9)

EM2-2
(10-12)

EM2-3
(13-18)

EM2-6
(33-36)

EM2-5
(26-32)

EM2-4
(19-25)

Cromatografía en columna

Reunión en función de la similitud 

cromatográfica
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Tabla 9. Perfil cromatográfico mediante TLC de las fracciones de C1 

 

Fracciones C1 

2 – 10 

Hex/AcOEt (70:30) 

12 – 20 

Hex/AcOEt (50:50) 

22 – 30 

n-BuOH/H2O (4:0.5) 

28 – 32 

n-BuOH/H2O (4:1) 
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Después de observar el perfil cromatográfico de las fracciones, se estableció un criterio de similitud con base 

en el revelador ninhidrina (49), el cual es un agente químico que reacciona de forma selectiva con compuestos 

que contienen aminas primarias principalmente (Figura 22), para producir un derivado colorido conocido como 

púrpura de Ruhemann (50). 66 
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Figura 22. Reacción entre el revelador ninhidrina y un aminoácido genérico.  

 

A través del criterio de similitud cromatográfica, las 36 fracciones obtenidas de C1 se reunieron en 6 sub-

fracciones representativas, con la finalidad de repetir el ensayo de citotoxicidad y asociar la actividad biológica 



  Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec. 

 

43 Licenciatura en Ciencias Químicas, 2019 

del extracto original a una fracción de menor complejidad. Tomando como rendimiento del 100% a la cantidad 

total de extracto obtenida durante la separación, la tendencia observada en los rendimientos de las sub-fracciones 

sigue el orden: EM2-4 > EM2-3 > EM2-5 > EM2-6 > EM2-2 > EM2-1 (Tabla 10), siendo la sub-fracción EM2-

4 la más abundante (38.51% m/m). 

Tabla 10. Reunión de las fracciones de C1 en función de la similitud cromatográfica (Ninhidrina, Δ). 

Fracciones Clave Cantidad (mg) Rendimiento* (% m/m) 

1-9 EM2-1 92,3 2.81 

10-12 EM2-2 137,1 4.17 

13-18 EM2-3 877,1 26.68 

19-25 EM2-4 1162,4 35.36 

26-32 EM2-5 565,5 17.20 

33-36 EM2-6 183.6 5.59 

Masa total=3.018 g 91.81 

*Rendimiento con respecto a la cantidad de extracto inicial  

 

9.7 Evaluación de la actividad citotóxica de las sub-fracciones del MeOH 2 

De acuerdo a los resultados obtenidos de la evaluación biológica de las sub-fracciones del extracto MeOH 2, se 

observaron tres comportamientos diferentes (Figura 23): a) Las sub-fracciones EM2-1 y EM2-2 no presentaron 

actividad citotóxica significativa, b) Las sub-fracciones EM2-3 y EM2-4 disminuyeron el crecimiento de los 

cultivos de manera favorable, y por el contrario, c) Las subfracciones EM2-5 y EM2-6 a concentraciones bajas 

indujeron un aumento en la proliferación celular con respecto al control negativo (medio de cultivo, representado 

como el primer punto de la curva dosis-respuesta). En cuanto a la evaluación de las sub-fracciones EM2-3 y 

EM2-4, al administrar una dosis de 1 mg/mL se observó una inhibición del crecimiento celular del 23.4%, este 

porcentaje se incrementó hasta ≈55.4% al duplicar la dosis administrada (2 mg/mL), es decir, a concentraciones 

superiores de 1 mg/mL ambas sub-fracciones presentan el mismo porcentaje de inhibición. Debido a que el 

porcentaje de inhibición es congruente con lo observado durante la evaluación preliminar de los extractos 

crudos, se asume que fue posible enriquecer los metabolitos secundarios responsables de la actividad biológica 

en dos sub-fracciones con menor complejidad que el extracto original.  
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Figura 23. Resultados de la evaluación citotóxica de las sub-fracciones de MeOH 2. 

Nota: Los resultados son expresados como la media de los datos obtenidos. El primer punto de la curva corresponde al 

control negativo.  

 

Para determinar si existe diferencia significativa 

entre la respuesta observada con respecto a las 

concentraciones evaluadas se realizó un análisis de 

varianza de un factor (one-way ANOVA) mediante 

el software GraphPad Prism 6. A través de este 

análisis estadístico se determinó que la sub-fracción 

EM2-3 (concentración=2 mg/mL) presentó un nivel 

de significancia adecuado al compararlo con la 

respuesta observada para el control negativo (Figura 

24), por lo que se concluye que sí existe diferencia 

significativa entre las concentraciones evaluadas.  
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Figura 24. Análisis de varianza de EM2-3.  
ap < 0.05 vs Control, bp < 0.05 vs 0.125, cp < 0.05 vs 0.250. 
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9.8 Separación cromatográfica de la sub-fracción EM2-4 

 

Esquema 6. Procedimiento de las separaciones cromatográficas C2 y C3. 

 

Para realizar el fraccionamiento de una de las sub-fracciones activas (EM2-4) se realizaron dos separaciones 

cromatográficas (Esquema 6), utilizando procedimientos isocráticos basados en la adición de eluyentes de 

composición polar.  

C2: Se colectaron 13 fracciones de aproximadamente 10 mL utilizando el sistema inicial de elución 

(CH2Cl2/MeOH/H2O, 80:20:05), sin embargo, la cantidad de agua utilizada sobrepasó la capacidad del sistema 

para formar una mezcla homogénea, como consecuencia la separación no fue adecuada por lo que se eluyó 

totalmente el extracto con un sistema MeOH/H2O (90:10). La muestra se recuperó y se realizó una tercera 

separación tomando como punto de partida la fracción número 14, que corresponde al lavado de la columna 

cromatográfica con un sistema hidroalcohólico. 

C3: Se colectaron 70 fracciones de aproximadamente 10 mL utilizando un proceso de separación isocrático 

(CH2Cl2/MeOH/H2O, 80:20:01), al realizar el perfil cromatográfico mediante TLC (Tabla 11) se observó que a 

través de la separación cromatográfica C2 se lograron aislar los metabolitos que fluorescen en color rojo al 

revelar las placas a 365 nm (fracciones 12 a 20 de C1). 
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Tabla 11. Perfil cromatográfico mediante TLC de las fracciones obtenidas de C3. 

 

Fracciones C3 

CH2Cl2/MeOH/H2O (80:20:1) 
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A partir de la fracción 54, hasta la fracción 70, se observó el mismo comportamiento en las placas 

cromatográficas, por lo que se decidió terminar la separación. Se eluyó la columna cromatográfica con 100 mL 

de MeOH y posteriormente con 120 mL de un sistema MeOH/H2O (90:10). Durante la elución con MeOH se 

observó el desplazamiento de una banda de color marrón que se colectó por separado. De acuerdo a la similitud 

cromatográfica observada se hicieron 12 reuniones, que en conjunto representan un rendimiento del 99.72% 

con respecto a la cantidad de extracto inicial (Tabla 12), siendo la fracción EM2-C3-12 la más abundante 

(19.81% m/m). 
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Tabla 12. Resumen de la separación cromatográfica C3. 

Fracciones Clave Cantidad (mg) Rendimiento* (% m/m) 

1-12 EM2-C3-1 13.6 2.05 

13-18 EM2-C3-2 94.7 14.29 

19-21 EM2-C3-3 50.8 7.66 

22 EM2-C3-4 13.9 2.10 

23-32 EM2-C3-5 109.7 16.55 

34 EM2-C3-6 6.4  0.97 

33, 35-42 EM2-C3-7 56.7 8.55 

43-51 EM2-C3-8 36.9 5.57 

52 EM2-C3-9 4.8 0.72 

53-70 EM2-C3-10 73 11.01 

Lav. metanólico EM2-C3-11 69.2 10.44 

Lav. hidroalcohólico EM2-C3-12 131.3 19.81 

Masa total=661 mg Rendimiento total=99.72% 

*Rendimiento con respecto a la cantidad de extracto inicial 

 

9.9 Separación mediante cromatografía en placa preparativa (CP) 

 

Esquema 7. Procedimiento de la separación mediante CP. 

 

Debido a que al realizar los perfiles cromatográficos de las fracciones obtenidas de C3, se logró resolver 

adecuadamente los metabolitos secundarios mayoritarios, se decidió escalar el procedimiento empleado a través 

de cromatografía en placa preparativa para determinar si el comportamiento observado en TLC se conservaba. 

Para ello se utilizaron las sub-fracciones EM2-4-4 y EM2-4-5 (Esquema 7), ya que hasta el momento eran las 

que sumaban el mayor rendimiento de C3.  
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Figura 25. a) CP revelada bajo radiación UV-365 nm. b) CP revelada con ninhidrina, Δ. 

 

Al observar la placa bajo radiación ultravioleta de 365 nm se observaron 2 bandas que fluorescían en color azul 

(Figura 25a). Tras revelar con el agente químico ninhidrina se observaron 3 bandas adicionales a las 

identificadas mediante radiación ultravioleta (Figura 25b). Las 5 bandas más la línea de aplicación se retiraron 

de la placa, y se etiquetaron con las letras A a F en orden ascendente con las siguientes claves: CP-A, CP-B, 

CP-C, CP-D, CP-E, CP-F (iniciando con la banda correspondiente a la línea de aplicación). 

9.10 Caracterización estructural 

Se eligieron muestras representativas de cada sistema para llevar a cabo la elucidación estructural 

correspondiente. Para las fracciones provenientes de CC (C3) se seleccionaron las fracciones C3-6, C3-7, C3-

11, ya que de acuerdo a los perfiles de TLC estas muestras presentaron un rango completo de los posibles 

metabolitos presentes. Por otra parte, para el caso de cromatografía en placa preparativa, se seleccionaron las 

muestras CP-D, CP-F y CP-G, debido principalmente a que son las fracciones que presentaron mejor pureza 

mediante TLC. 

9.10.1 Resonancia magnética nuclear  

Mediante diferentes experimentos de RMN (Figuras 26 y 27) se determinó que la muestra C3-7 está compuesta 

por una mezcla de metabolitos en diferentes proporciones, entre los que destacan L-fenilalanina (51) y L-

arabinitol (52). Cabe mencionar que a través de estos experimentos de RMN no es posible establecer la 

configuración absoluta de los compuestos mencionados, sin embargo, debido a que en la naturaleza la 

configuración L es la disposición espacial que adoptan los aminoácidos predominantemente,67 y a que se realizó 

una comparación de datos espectroscópicos con dichos estereoisómeros, se asume que los metabolitos 

encontrados poseen esta configuración.  

a) 

b) 
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Figura 26. RMN de 1H (Presat) de la fracción C3-7. 

 

 

 

 

  

Figura 27. RMN de 13C de la fracción C3-7. 

Nota: Las señales resaltadas en azul pertenecen a la molécula de L-fenilalanina, mientras que las resaltadas en rojo 

pertenecen a L-arabinitol. 
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9.10.1.1 L-fenilalanina 

En el espectro gCOSY de la muestra C3-7 (Figura 28), se observó la correlación entre las señales 

correspondientes a los hidrógenos β y β’ (3.34 ppm y 3.08 ppm) los cuales a su vez presentan correlación con 

la señal del hidrógeno  (3.89 ppm).  

 

 

 

 

 

 Figura 28. Espectro de RMN de gCOSY de la fracción C3-7. 
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A través del espectro gHSQC (Figura 29) se estableció la correlación entre los hidrógenos observados en 

gCOSY con su respectivo átomo de carbono; se determinó que los hidrógenos β y β’ se encuentran unidos al 

mismo átomo (37.93 ppm), es decir se trata de hidrógenos de naturaleza diasterotópica, mientras que el 

hidrógeno  correlaciona para una señal en el espectro de 13C (57.46 ppm). 

 

 

 

 

Figura 29. Espectro de RMN de gHSQC de la fracción C3-7 (zona base de oxígeno). 
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En la región aromática (Figura 30) se observa la correlación de los carbonos del anillo aromático (128.31, 130.09 

y 130.59 ppm) con sus respectivos átomos de hidrógeno en la molécula, a excepción del carbono 1 (137.13 

ppm) que no muestra correlación con ninguna señal del espectro de 1H, lo que indica que se trata de un carbono 

cuaternario, es decir, el carbono ipso de la L-fenilalanina.  

 

  

Figura 30. Espectro de RMN de gHSQC de la fracción C3-7 (zona aromática). 
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Por otro lado, en el espectro de gHMBC (Figura 31) se observaron correlaciones entre los hidrógenos β y β’ 

(3.34 y 3.08 ppm) con los carbonos ubicados en la zona aromática (130.59 y 137.13 ppm), además de presentar 

correlación con el carbono  (57.46 ppm). También se observó una última serie de señales que no correlacionan 

con ninguna señal en el espectro de 13C, debido al desplazamiento químico que comparten estas señales se puede 

inferir una última correlación entre los hidrógenos , β y β’ con un átomo de carbono cuaternario con un 

desplazamiento que coincide con el de un grupo carbonilo de un ácido carboxílico (174.37 ppm).  

 

 

 

Figura 31. Espectro de gHMBC de la fracción C3-7. 
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A través del análisis de los espectros de 1H, 13C, gCOSY, gHSQC y gHMBC se realizó la asignación de las 

señales para L-fenilalanina (Tabla 13); dentro de las aplicaciones terapéuticas de este producto del metabolismo 

primario se encuentra el tratamiento de pacientes que padecen depresión o vitíligo, además de que su ingesta a 

través de la dieta es imprescindible por tratarse de un aminoácido esencial.68,69 

Tabla 13. Datos espectroscópicos de RMN para la molécula de L-fenilalanina.  

L-fenilalanina 

Fracción: C3-7 (EM2-4) 

Disolvente: CD3OD 

COOH

NH2


1

2

3

4

5

6



 

Posición 1H 13C gCOSY gHMBC 

 3.89 57.46 β, β’ β, β’, 1, C=O 

β 3.34 37.93 , β’ , 1, 2, 6, C=O 

β' 3.08 37.93 , β , 1, 2, 6, C=O 

1 - 137.13 - - 

3, 5  7.33-7.37 130.09 - 1 

2, 6 7.33-7.37 130.59 - 1 

4 7.26-7.31 128.31 3,5 2,6,3,5 

C=O - 174.37 - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec. 

 

55 Licenciatura en Ciencias Químicas, 2019 

9.10.1.2 L-arabinitol 

Debido a que la muestra C3-7 es una mezcla de metabolitos cuyo espectro de 1H se encuentra especialmente 

saturado en la zona de 1H base de oxígeno, se realizó un experimento DOSY-Oneshot (Figura 32) para 

diferenciar las señales en éste y asociarlas a una molécula en particular, en función de su D. Al trazar una línea 

paralela al eje horizontal que intersecta el eje vertical en 2.89x10-6 (unidades de difusión) se observó que la recta 

hace contacto únicamente con cinco señales en esta zona del espectro, por lo que se determinó que pertenecen 

al mismo compuesto químico.  

 

 

Figura 32. Espectro de RMN de DOSY-Oneshot de la muestra C3-7 (zona base de oxígeno).  
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Una vez identificadas las señales correspondientes para la molécula de L-arabinitol, se estableció el 

desplazamiento químico de cada una de ellas y se realizó su integración (Figura 33). Al cotejar los datos 

obtenidos con los descritos en la literatura,70 se comprobó la proporción esperada para las dos señales externas 

que no presentan solapamiento (δ 3.61 y 3.94). Con la integración se llegó a la conclusión de que todas las 

señales a excepción del multiplete (δ 3.64-3.69) corresponden a un núcleo de hidrógeno, lo que es congruente 

ya que la molécula contiene 3 metinos; en el caso de los metilenos debido a que en ambos casos se trata de 

hidrógenos diasterotópicos, las señales se comportan como núcleos independientes, de las cuales una señal se 

encuentra en 3.81 ppm, mientras que las tres restantes caen dentro del intervalo 3.64-3.69 ppm.  

 

 

 

Figura 33. Espectro de 1H de la fracción C3-7 (zona base de oxígeno). 
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En el análisis del espectro de gHSQC (Figura 34) se observaron las señales esperadas para la molécula, sin 

embargo, presentaron ligeras variaciones en cuanto al desplazamiento químico descrito,71 ya que las muestras 

se analizaron en diferentes disolventes (Tabla 14).  

 

Figura 34. Espectro de gHSQC de la fracción C3-7 (zona base de oxígeno). 

 

Una vez que se determinaron las correlaciones 1H-13C (1 enlace) y se realizó la predicción de la multiplicidad 

de cada señal, se llevó a cabo el seguimiento de las correlaciones COSY descritas en la literatura para L-

arabinitol.72 A través de esta comparación se concluyó que la señal en 3.61 ppm corresponde al átomo de 

hidrógeno en la posición 3, sin embargo, debido a que como ya se mencionó, existen 4 señales de hidrógenos 

diasterotópicos en la molécula con la misma conectividad, no es posible realizar su asignación de forma 

inequívoca con la información disponible, por lo que se llegó a la conclusión de que las señales correspondientes 

a los átomos de hidrógeno unidos a los carbonos en las posiciones 1 y 5 pueden ser intercambiables.  
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Para determinar por similitud espectral que el metabolito presente en la muestra C3-7 es el polialcohol L-

arabinitol, se consultaron en la literatura los espectros de 1H correspondientes a sus diasterómeros (xilitol73 y 

ribitol74); de esta forma se concluyó que efectivamente se trata de la molécula mencionada (Tabla 14).  

Este conjunto de moléculas pertenecen a la familia de los pentitoles, los cuales a través de diferentes estudios 

se ha demostrado que tienen aplicaciones biológicas en áreas como la industria alimenticia y terapéutica. 

Específicamente, L-arabinitol, tiene la capacidad de reducir la formación de tejido adiposo y prevenir la 

deposición de grasas en el tracto digestivo; además de funcionar como un bioindicador en la progresión de 

enfermedades como el Alzheimer.75,76 

Tabla 14. Datos espectroscópicos de RMN para la molécula de L-arabinitol. 

L-arabinitol 

Fracción: C3-7 (EM2-4) 

Disolvente: CD3OD 

OHHO

OH

OH

OH

1
2

3
4

5

 

 Posición 1H (D2O)70 1H (experimental, CD3OD) 13C 

1 3.63-3.68 (2H, m) 3.64-3.69 (2H, m)* 72.29 

2 3.93 (1H, m) 3.94 (1H, td, J= 6.1, 1.6 Hz)** 64.79 

3 3.56 (1H, dd) 3.61 (1H, dd, J= 7.8, 1.5 Hz) 73.08 

4 3.74 (1H, m) 3.73 (1H, m) ** 64.64 

5 
3.83 (1H, dd) 

3.63-3.68 (1H, m) 

3.81 (1H, dd, J= 11.2, 3.5 Hz)* 

3.64-3.69 (1H, m)* 
71.74 

*/**Señales intercambiables entre sí 

Nota: m: multiplete, td: triple de dobles, dd: doble de dobles. 
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9.10.2 Espectrometría de masas 

En el análisis por MS modo ESI-(+) y ESI-(-) de las fracciones representativas de las separaciones 

cromatográficas y de cromatografía preparativa antes mencionadas, se consideraron únicamente los iones cuyas 

señales superaron el 20% de abundancia relativa en cada uno de los modos de ionización. 

Para el caso de los iones analizados en modo ESI-(+), se observaron 14 iones diferentes (Tabla 15), cuya relación 

m/z oscila entre 129.0040 y 575.4136. De estas señales se estableció que los iones de m/z=360.3242 y 421.2336 

corresponden a los aductos con sodio de los iones 338.3419 y 399.2515, de los cuales 338.3419 está identificado 

como el compuesto erucamida,77 un contaminante proveniente del polietileno del material de laboratorio. Por 

otro lado, también se observó el ion 175.0579, el cual es producto de la formación de un aducto con agua del 

ión original 157.0357.  

Tabla 15. Iones observados mediante ESI-(+) en las muestras representativas (> 20% abundancia relativa). 

Muestra Iones observados (m/z) 

C3-6 

[M+H ]+ 129.0040, 157.0357, 203.0536, 245.0876, 338.3419 

[M + Na] + 360.3242 

[M+H2O] + 175.0579 

C3-7 
[ M + H ]+ 129.0040, 157.0360 

[M+H2O] + 175.0584 

C3-11 [ M + H ]+ 129.0039, 157.0360, 245.0864, 305.1354, 365.1060, 437.1943 

CP-D 
[ M + H ]+ 157.0358, 338.3422, 399.2513,487.3609, 575.4136 

[M + Na] + 421.2336 

CP-F 
[ M + H ]+ 338.2423, 399.2515 

[M + Na] + 360.3246, 421.2335 

CP-G 
[ M + H ]+ 338.3421, 399.2516 

[M + Na] + 421.2334 

 

Por otro lado, en el caso del análisis en modo ESI-(-) se observaron 18 iones diferentes, cuya relación m/z oscila 

entre 115.9316 y 555.2844 (Tabla 16). El ion 336.3272 es el análogo del ion contaminante 338.3419 identificado 

en ESI-(+), y se encuentra en cuatro de las seis muestras analizadas.  
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Tabla 16. Iones observados mediante ESI-(-) en las muestras representativas (> 20% abundancia relativa). 

Muestra Iones observados (m/z) 

C3-6 [ M - H ]- 115.9316, 134.8959, 151.0626, 154.0727, 164.0727, 255.2339, 283.2648, 555.2841 

C3-7 [ M - H ]- 151.0626, 164.0727, 336.3272, 555.2835 

C3-11 [ M - H ]- 149.0468, 163.0417, 341.1066, 377.0855 

CP-D [ M - H ]- 209.9509, 255.2338, 283.2653, 291.2009, 336.3272 

CP-F [ M - H ]- 255.2337, 283.2653, 291.2009, 317.0555, 336.3275, 555.2842 

CP-G [ M - H ]- 255.2336, 281.2498, 283.2653, 291.2010, 305.2161, 336.3275, 555.2844 

 

Mediante este segundo análisis se confirmó la presencia de los compuestos L-fenilalanina (m/z=164.0727, 

C9H11NO2)78 y L-arabinitol (m/z=151.0626, C5H12O5)79 en las fracciones C3-6 y C3-7 (Figuras 35 y 36). En la 

fracción C3-7 se observó uno de los iones provenientes de la fragmentación de la L-fenilalanina (147.0467) por 

debajo del 20% de abundancia relativa, correspondiente al fragmento que ha perdido el grupo amino de la 

molécula (ion=[M-H-NH2]).78 

 

 

Figura 35. Espectro de ESI-(-)-MS de la fracción C3-6 (ventana espectral: 100-200 Da). 
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Figura 36. Espectro de ESI-(-)-MS de la fracción C3-7 (ventana espectral: 100-200 Da). 

 

Se asume que las señales observadas en ambos modos de ionización corresponden a metabolitos producidos por 

la especie vegetal, a excepción de las señales identificadas como contaminantes provenientes de la manipulación 

de las muestras. Debido a que no fue posible llegar hasta el aislamiento de compuestos puros, y a que los 

constituyentes de las mezclas se encuentran en una proporción muy baja, solo se lograron elucidar las estructuras 

químicas de L-arabinitol y L-fenilalanina mediante experimentos de RMN y MS. 

9.11 Evaluación de la actividad citotóxica sinérgica EM2-4 + parasporinas  

Al realizar la evaluación de la actividad citotóxica de la sub-fracción EM2-4 (concentraciones: 0.125, 0.250, 

0.50 y 1.00 mg/mL) en combinación con las parasporinas AX2 y A34 (concentración constante=1 mg/mL), se 

observó que en ambos casos se presentó un ligero aumento de la actividad en comparación con el efecto que 

presentó la sub-fracción de manera individual (Figura 37), sin embargo, el porcentaje de inhibición no es 

significativo como para ser considerado como efecto sinérgico (inhibición del crecimiento celular < 5%).  
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a) 

 

 

b) 

 

Figura 37. Evaluación de la actividad citotóxica sinérgica EM2-4 + parasporinas. 

Nota: Los resultados son expresados como la media de los datos obtenidos. El primer punto de la curva corresponde al 

control negativo.  

 

Algunos de los factores que se considera que tuvieron influencia sobre los resultados son: a) tiempo que 

permaneció el extracto almacenado, b) posibles interacciones entre los metabolitos secundarios presentes en el 

extracto y las proteínas, que inhiban su efecto citotóxico, y además, c) pérdida de la actividad citotóxica de las 

parasporinas; es necesario realizar la cuantificación del contenido de proteínas en la muestra utilizada, ya que 

se sabe que las parasporinas AX2 y A34 presentan una disminución de la proliferación celular considerable al 

ser evaluados de manera individual (88.94% y 99.30% respectivamente, a 1 mg/mL);38 éste efecto no fue 

0,0%

20,0%

40,0%

60,0%

80,0%

100,0%

0,000 0,250 0,500 0,750 1,000 1,250 1,500 1,750 2,000

S
u
p
er

v
iv

en
c
ia

 c
el

u
la

r

Concentración (mg/mL)

Actividad citotóxica EM2-4 + AX2

EM2-4 + AX2 EM2-4

0,0%

20,0%

40,0%

60,0%

80,0%

100,0%

120,0%

140,0%

0,000 0,250 0,500 0,750 1,000 1,250 1,500 1,750 2,000

S
u
p
er

v
iv

en
c
ia

 c
el

u
la

r

Concentración (mg/mL)

Actividad citotóxica EM2-4 + A34

EM2-4 + A34 EM2-4



  Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec. 

 

63 Licenciatura en Ciencias Químicas, 2019 

observado en el control empleado, el cual consistió en el medio de cultivo más las proteínas AX2 y A34 a dicha 

concentración. Sin embargo, para comprobar estas hipótesis se deben realizar estudios complementarios, 

además de evaluar el efecto de otras variables del sistema como la proporción sub-fracción activa/parasporina.  

10 CONCLUSIONES 

En este estudio se determinó que la especie T. pallida presenta actividad citotóxica al ser evaluada en la línea 

celular de cáncer de mama MCF-7, lo cual es consistente con lo descrito para otras especies del género 

Tradescantia como T. spathacea y T. zebrina. 

En la evaluación de la actividad citotóxica (ensayo MTT) de 5 extractos de polaridad ascendente de la especie 

Tradescantia pallida, se estableció que la fracción 2 del extracto metanólico (MeOH 2) presentó la mayor 

disminución en la actividad celular en la línea MCF-7 (cáncer de mama), con un porcentaje de inhibición del 

crecimiento del 37.94% (concentración=1 mg/mL). Después de fraccionar el extracto más activo mediante 

diferentes técnicas cromatográficas, se asoció la actividad biológica a 2 sub-fracciones de menor complejidad 

(EM2-3 y EM2-4), las cuales presentaron una inhibición del crecimiento celular de 26.6% y 23.4% (1 mg/mL), 

respectivamente; este porcentaje se incrementó hasta ≈55% en ambos casos al duplicar la dosis empleada (2 

mg/mL).  

A través del análisis de RMN y MS se caracterizaron los metabolitos L-fenilalanina y L-arabinitol en las 

fracciones C3-6 y C3-7 (provenientes de la separación cromatográfica de la sub-fracción EM2-4). 

Después de evaluar la actividad biológica de una de las sub-fracciones activas en combinación con las 

parasporinas AX2 y A34 se observó un ligero incremento de la actividad citotóxica con respecto a los efectos 

individuales, sin embargo, el porcentaje de inhibición no fue significativo para ser considerado como un efecto 

sinérgico.  
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