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RESUMEN

El cancer es un conjunto de enfermedades multicausales cuya prevalencia ha aumentado de forma considerable
en los ultimos afios, posiciondndolo como una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Actualmente,
en diferentes regiones de nuestro pais se emplean tratamientos contra el cancer basados en la medicina
tradicional; el estudio cientifico de este conocimiento empirico cobra relevancia debido a que algunos de los
farmacos anticancerigenos utilizados de forma comercial hoy en dia han sido inspirados en moléculas bioactivas
obtenidas de fuentes naturales. Es por ello que en este trabajo se llevé a cabo la evaluacion de la actividad
citotoxica de la especie T. pallida en la linea celular MCF-7 de cancer de mama, a través de un estudio
biodirigido en el que se utilizé el ensayo de citotoxicidad MTT como criterio de seleccidn. Mediante una prueba
preliminar se determind que una fraccion del extracto metanolico presentd inhibicion del crecimiento de la linea
tumoral de hasta el 37.94% (1 mg/mL), después de realizar diferentes procesos de separacion se logré asociar
esta actividad a dos sub-fracciones de menor complejidad que el extracto original, cuya evaluacion de la
actividad citotoxica demostré que ambas sub-fracciones presentan un porcentaje de inhibicion del crecimiento
celular entre 23.4 y 26.6% (1 mg/mL), este porcentaje se incrementd a ~55% al duplicar la concentracién (2
mg/mL). Como resultado de la caracterizacion estructural mediante RMN y MS (fracciones representativas de
las separaciones cromatogréaficas de la sub-fraccion MeOH 2), se lograron identificar a los metabolitos L-
fenilalanina y L-arabinitol. Ademas, se evalud la actividad sinérgica entre una de las sub-fracciones activas en
combinacién con dos parasporinas de Bacillus thuringiensis (proteinas con actividad anticancerigena), sin

embargo, el efecto citotdxico observado no fue significativo.
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1 INTRODUCCION

1.1  Medicina tradicional y quimica de productos naturales

La biodiversidad de México es reconocida a nivel mundial, ya que se encuentra situada entre los primeros cinco
paises llamados megadiversos. Las diferencias geograficas y climaticas del pais, han favorecido el desarrollo
de una gran cantidad de especies, tanto animales como vegetales, que en conjunto representan aproximadamente
el 12% de la diversidad bioldgica global.! A su vez, las diversas culturas indigenas de México han aprendido a
emplear la biodiversidad que les rodea en su beneficio, asi es como estas comunidades han adquirido
conocimiento de forma empirica para prevenir, tratar y curar enfermedades utilizando los recursos naturales que
poseian de primera mano.? Este conocimiento ha sido transmitido de generacién en generacion, dando paso a lo
gue hoy se conoce como medicina tradicional, cuyo uso sigue vigente especialmente en las zonas donde el
acceso al servicio de salud es limitado.® Entre los padecimientos que son atendidos mediante la medicina
tradicional en el estado de Oaxaca se encuentran: enfermedades dermatolégicas (dermatitis, psoriasis, acné),
enfermedades gastrointestinales (diarrea, disenteria, cdlicos, gastritis, nduseas y vomito), enfermedades del
sistema esqueleto-muscular (reumatismo, artritis, fracturas), ademas de la diabetes y el cancer;* la preservacion
de este conocimiento empirico cobra relevancia debido a que la herbolaria representa un importante punto de
partida para areas de investigacion como la quimica de productos naturales, ya que el estudio quimico y
farmacoldgico de las especies que son utilizadas con fines terapéuticos en la medicina tradicional, permite

identificar los principios activos que les confieren su actividad bioldgica.®

1.2 Epidemiologia del cancer

Céncer es el nombre que recibe un conjunto de enfermedades de origen multifactorial, cuya caracteristica en
comun es la proliferacion descontrolada de células anormales, que tienen la capacidad de invadir 6rganos sanos
(metéstasis).® Esta patologia es actualmente la segunda causa de muerte a nivel mundial, y la tercera a nivel
nacional y estatal.”® En la poblacién femenina en México, el tipo de neoplasia de mayor recurrencia es el cancer
de mama, con un 14.4% del total de tumores malignos diagnosticados para el género (6 304 casos en 2015),°
cuyos factores de riesgo comprenden la edad, mal uso de anticonceptivos orales, menopausia tardia, terapias

hormonales, entre otros. Los principales tratamientos empleados contra el cancer son la cirugia, 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 disminucion de la calidad de vida de los pacientes.1%?

1.3  Tratamientos contra el cancer

Dentro de las plantas pertenecientes al género Tradescantia utilizadas en el tratamiento del cancer de forma
tradicional, se encuentran las especies T. spathacea y T. zebrina,'? el estudio de las especies de este género
adquiere importancia debido a que muchos de los principios activos utilizados como tratamiento contra el cancer
han tenido su origen en algun 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.).:

Figura 1. Farmacos provenientes de productos naturales utilizados en el tratamiento contra el cancer.

Por su parte, la quimioterapia consiste en la administracion de uno o varios principios activos que poseen la
capacidad de inhibir la proliferacién celular, las rutas de sefializacion, la angiogénesis, e incluso inducir la
apoptosis.’* Los cambios genotipicos de las células cancerosas generalmente conducen a que adquieran
resistencia a los farmacos comerciales, por lo que se ha optado por establecer terapias combinadas,
aprovechando la actividad bioldgica que presentan moléculas provenientes de fuentes naturales, como su
capacidad de actuar como quimiopreventivos y quimiosensibilizadores. Algunos ejemplos son: derivados
fendlicos 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 A°-tetrahidrocanabinol
(10); quinonas como la timoquinona (11); y carotenoides como el a- y p-caroteno (12, 13), entre otros (Figura

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

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 esporulacién, conocidas como proteinas Cry.'’
Los fragmentos peptidicos obtenidos tras el tratamiento alcalino de los cristales son reconocidos por su

importante actividad insecticida,'® y se emplean en la fabricacion de bioinsecticidas para el control de plagas
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como insectos y nematodos.’® Dentro de las proteinas Cry existe una subclasificacion conocida como
parasporinas, las cuales presentan actividad citotdxica contra diferentes lineas celulares, como células de cancer

hepético (Hep-G2) y células leucémicas (MOLT-4), entre otras.’

Actualmente no se conocen con exactitud los mecanismos de accion de la actividad citotoxica de las
parasporinas, sin embargo, se tienen indicios de que polipéptidos como la parasporina-2 tienen la capacidad de
unirse de forma especifica a la membrana plasmatica de las células cancerigenas (Hep-G2) y asi modificar la
morfologia del citoesqueleto y los organelos, induciendo la formacion de poros en la membrana que conducen

a un dafio intracelular irreversible, y por consecuencia, a la muerte celular.?°

La importancia de estos nuevos agentes anticancerigenos reside en la especificidad de su efecto biolégico, ya
que se ha demostrado que tienen la capacidad de disminuir la proliferacion de las células cancerigenas de forma
selectiva, presentando un efecto menor sobre las células de tejido sano.?! Esta caracteristica en particular amplia
su rango de aplicacidn, ya que una de las desventajas de la terapia contra el cancer son los efectos secundarios

gue se presentan debido a su baja selectividad.

Con la finalidad de contribuir al conocimiento cientifico del género Tradescantia y de las especies vegetales
gue son utilizadas en la medicina tradicional de la region del Papaloapan, en este estudio se evalud la actividad
citotdxica de los extractos de la especie T. pallida, y también de las sub-fracciones del extracto activo. Ademas,
se analizé la posible actividad sinérgica entre una de las sub-fracciones activas y dos proteinas producidas por
la cepa bacteriana B. thuringiensis (parasporinas), las cuales son conocidas por su actividad anticancerigena

contra diferentes lineas celulares de cancer.
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2 ANTECEDENTES
2.1 Familia Commelinaceae

Estd formada por alrededor de 41 géneros y cerca de 650 especies, muchas de las cuales tienen aplicaciones
etnobotanicas especialmente en Sudamérica.?? Algunas de las caracteristicas que poseen las plantas de esta
familia son: una vaina de hoja cerrada, una hoja suculenta y tres flores con pétalos y sépalos distintos.?® Debido
a la estética que exhiben estos ejemplares se utilizan con fines ornamentales, por otra parte, en el contexto
farmacolégico se ha demostrado que presentan propiedades antimicrobianas, antimicéticas y antioxidantes,?*

ademas 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 Aplicacion
T. zebrina Tratamiento de enfermedades gastrointestinales, auxiliar en el tratamiento de hiperglucemia.?2
T. spathacea Tratamiento de trastornos nerviosos, micosis, antimicrobiano, enfermedades venéreas y cancer.?’-2°
T. pallida Curacion de heridas y como agente antimicrobiano.?:3

2.2 Género Tradescantia

El género Tradescantia estd compuesto por aproximadamente 70 especies, distribuidas principalmente entre los
paises del continente americano, del cual es originario.3* A continuacion se describen trabajos que confirman
las propiedades terapéuticas que presentan algunas especies de este género de forma tradicional, asi como los

estudios fitoquimicos y farmacoldgicos que se han realizado hasta el momento.

2.2.1 Actividades bioldgicas del extracto etandlico 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 cancer; dentro de las familias de
metabolitos secundarios que han sido descritas para esta planta se
encuentran: flavonoides, antocianinas, saponinas, carotenos, terpenos,

Figura 3. Tradescantia spathacea
esteroides y cumarinas.?’
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Entre los trabajos enfocados en dilucidar las actividades biol6gicas de la especie T. spathacea destacan dos
estudios realizados por Gonzélez-Avila 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
antigenotoxica (ensayo de sintesis no programada de ADN) del extracto etandlico de las hojas deshidratadas de
T. spathacea.?” Con ello se demostré que el extracto no fue mutagénico, por el contrario present6 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 hepaticas contra las lesiones originadas por el agente genotdxico dietilnitrosamina, y ademas,
presenta un efecto antioxidante similar al a-tocoferol y el &cido ascorbico, al ser evaluados a la misma
concentracion (100 ug/mL).2” Por ultimo, a través de un segundo estudio en 2011, se determind que el extracto
etandlico tiene la capacidad de reducir las mutaciones ocasionadas por agentes alquilantes como la N’-nitro-N-
nitrosoguanidinay 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

policiclicos aromaticos (aminoantraceno y aminofluoreno).3?

2.2.2  Fitoguimicos 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 acido Grico en
sangre.® En este trabajo se realizé una evaluacion bioldgica, en donde se utilizaron ratas de la cepa Wistar a las
que se les indujo hiperuricemia mediante la administracion de oxonato de potasio, el cual es un inhibidor de la
enzima uricasa. Como resultado, se observo que el extracto de AcCOEt mostrd la mejor actividad hipouricémica.

Posteriormente, los metabolitos presentes fueron separados mediante cromatografia en columna (Esquema 1).
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Material vegetal (hojas, 100 g)
$ MeOH 100%, t. a. por 7 dias
Extracto crudo

Extraccion liquido-liquido ‘

v l

n-Hexano Agua

Extraccion liquido-liquido ‘

! y

Acetato de etilo Agua

Extraccion liquido-liquido \

v l

n-Butanol Agua

Separacién cromatografica (CC)

l

Metabolitos 14-25

Elucidacion estructural ‘

v y

RMN ESI-MS

Esquema 1. Procedimiento de aislamiento y caracterizacion estructural de los metabolitos secundarios presentes en el

extracto de AcOEt de las hojas de T. albiflora.

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

carbaldehido (14), 2-fenilacetamida (15), tirosol (16), p-hidroxibenzaldehido (17), acido p-hidroxibenzoico

(18), acido 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), bracteandlido A (24) vy

bractean6lido B (25). La elucidacion estructural de los metabolitos obtenidos se efectué mediante el uso de

espectrometria de masas con ionizacion por electronebulizacion (ESI-MS, por sus siglas en inglés) y resonancia

magnética nuclear (RMN).3
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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 determind gue todos ellos tienen la

capacidad de inhibir a la enzima xantina oxidasa, siendo el compuesto 24 el mas activo (ICs=76.4 ug/mL).

2.2.3 Fitoguimicos 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, Sdnchez-Roque y colaboradores en 2017, realizaron el estudio quimico del extracto
metandlico de las hojas de esta planta, en el que se identificaron de forma preliminar: cumarinas, saponinas y
taninos.®* Posteriormente, se llevo a cabo la evaluacion del efecto antiviral in vitro de las fracciones del extracto

metandlico, obtenidas mediante cromatografia preparativa (Esquema 2).
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Material vegetal (hojas, 20 g)

J/ MeOH 100%

Extracto crudo

v ‘ J

Anélisis fitoquimico preliminar (TLC) Fraccionamiento (CP)
Hex/AcOEt/CH;COOH CHCI,/CH;0H/NH,OH
(31:14:5) (85:14:1)

v v v b

MF1 MF2 MF3 MF4 MF5 MF6

Estandar utilizado/Agente revelador

« Cumarinas

Umbeliferona/KOH (5%0) en etanol \l/

* Saponinas Separacion e identificacion de los
Diosgenina/H,SO, (5%) en metanol metabolitos (HPLC-ESI-MS)

e Taninos

C18 (5cm x 2.1 mm, 1.9 um)

. R Separacion mediante gradiente (350 uL/min)
Proantocianidinas/vainillina (5%) en HCI A) H,0, HCOOH (0.1%)
B) B) MeOH, HCOOH (0.1%)

Flavonoides (26-30)

Esquema 2. Procedimiento de separacion e identificacion estructural de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto metandlico de T. spathacea.

A través de cromatografia preparativa del extracto metandlico, se obtuvieron 6 fracciones, de las cuales la
fraccion MF1 presento la mejor actividad in vitro contra cepas del virus HIN1 (CCs=0.90 + 0.01 pg/mi;
1C50=0.30 + 0.02 pg/ml). Al efectuar un analisis mediante HPLC-ESI-MS (Esquema 2), se identificaron 5
flavonoides (Figura 5): 7-glucésido de luteolina (26), kaempferol (27), isoquercetina (28), quercetina (29) y

rutina (30), que pueden ser los compuestos responsables de la actividad antiviral.
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28 30

Figura 5. Flavonoides identificados a partir del extracto metandlico de las hojas de T. spathacea.

2.2.4 Fitoguimicos de Tradescantia spathacea con actividad inhibitoria de la enzima tirosina fosfatasa
(PTP1B)

Por otro lado, Vo y colaboradores realizaron un estudio fitoquimico biodirigido en el 2017, partiendo del
extracto metandlico 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 desempefia en la regulacion de
la expresion de proteinas asociadas a enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2.%° Para obtener el
extracto, el material vegetal seco fue sumergido en MeOH al 99.8% (v/v) y la solucion resultante se evaporé a
presién reducida. Posteriormente el extracto fue suspendido en agua y se realizaron extracciones liquido-liquido
utilizando disolventes de polaridad creciente. Debido a que las fracciones del extracto metandlico solubles en
AcOEt y n-BuOH mostraron buena actividad inhibitoria contra la enzima PTP1B, se combinaron para efectuar

el aislamiento y purificacion de los compuestos bioactivos presentes en la mezcla (Esquema 3).
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Material vegetal (hojas, 7 kg)
\L MeOH 100%
Extracto crudo

Extraccion liquido-liquido ‘

v J

Diclorometano Agua

Extraccidn liquido-liquido ‘

v y

¢7 Acetato de etilo Agua

Extraccidn liquido-liquido ‘
Sub-extracto J/

1

n-Butanol Agua
Fraccionamiento (CC)

CH,Cl,/MeOH (50:1 — 0:1)

vy oo v

TD1 TD2 TD3 TD4 TD5 TD6

i i i i Diferentes procesos
cromatograficos

16 metabolitos

Identificacion/Elucidacion estructural

v !

ESI-MS RMN

Esquema 3. Procedimiento de aislamiento y caracterizacion estructural de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto de AcOEt/n-BuOH de T. spathacea.
A través de esta metodologia se aislaron e identificaron 16 metabolitos (Figura 6), de los cuales 2 eran
desconocidos: (z)-tradescantina (38) y tradescantdsido (40). Los metabolitos descritos fueron identificados
(mediante la comparacion de los datos espectroscopicos y espectrométricos obtenidos) como: (2R,3R)-2,3-
dihidroxi-2-metilbutirolactona (31), bracteanolido A (24), 4-(3',4'-dihidroxifenil)furan-2(5H)-ona (23), acido
(S)-2-hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)propanoico (32), acido (R)-2-hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)propanoico (33),
latifolicinina C (34), latifolicinina B (35), latifolicinina A (36), &cido protocatéquico (19), 1-(3'4'-
dihidroxifenil)-2-hidroxietanona (22), hidroxitirosol (20), oresbiusina A (37), kaempferol (27), y (6S,9R)-

rosedsido (39).
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Figura 6. Metabolitos secundarios aislados a partir del extracto de AcOEt/n-BuOH de T. spathacea.

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

inhibicion de la enzima PTP1B (valores de ICso de 7.82 + 0.79, 6.80 + 0.89, 4.55 £ 0.92 y 6.38 £ 0.14 uM,

respectivamente).

2.2.5 Fitoquimicos de Tradescantia zebrina con actividad antineoplésica

Figura 7. Tradescantia zebrina.

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

nativa del pais, categorizada como invasiva al igual que T. pallida. Ademas de

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

posee propiedades insecticidas, actividad anticancerigena, y la capacidad de

inhibir a la enzima 15-lipoxigenasa, que esta involucrada en ataques asmaticos.?*
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Con respecto a la actividad anticancerigena, Xiaogi y colaboradores aislaron 3 fitoquimicos (Figura 8)
producidos por esta especie con actividad antineoplésica: B-sitosterol (41), acido succinico (42) y 3f,5a,6p-
trihidroxiestigmastano (43), los cuales presentan un porcentaje de inhibicion del crecimiento del 91% (100
mg/kg), 98% (100 mg/kg) y 43% (160 mg/kg), respectivamente.*® Dicha actividad fue determinada a través de

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

41 42 43

Figura 8. Fitoquimicos aislados a partir de T. spathacea con actividad antineoplasica.

2.3 Especie Tradescantia pallida

La especie Tradescantia pallida, y/o Setcreasea purpurea (Figura 9), es una
planta herbacea perenne clasificada dentro del grupo de las plantas suculentas.
Posee un tallo cubierto de color violeta-purpirea; hojas violeta en espiral de
forma lanceoladas-oblongas a elipticas-oblongas de apice agudo; la base es
. . . simétrica, de redondeada a ampliamente cuneada con margenes ciliados y
Figura 9. Tradescantia pallida.

caracteristicas glabrescentes. Posee inflorescencias terminales, frecuentemente en disposicion opuesta a las

hojas, presenta pedunculos y brécteas similares a las hojas con pedicelos densamente blancos y pilosos en la

cumbre, y sus pétalos son de color rosa.%’

La planta T. pallida (también conocida como corazon violeta), es una especie vegetal utilizada principalmente
con fines ornamentales que posee una fuerte resistencia contra insectos y parasitos, esto le permite crecer
rapidamente 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.3!
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En el contexto farmacolégico, existen estudios que demuestran que los extractos obtenidos a partir de esta

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

Tabla 2. Actividad antibacteriana de T. pallida.

Disolvente de extraccion Cepas Gram + (CMI) Cepas Gram — (CMI)
Bacillus cereus (5 mg/mL Aeromonas hydrophila (5 mg/mL
MeOH 100%% (_ o) : p (5 mg/mt)
Enterococcus faecalis (5 mg/mL) Proteus vulgaris (5 mg/mL)
EtOH 70%728 Streptococcus mutan (20 mg/mL) Klebsiella pneumoniae (10 mg/mL)

2.4 Parasporinas: proteinas 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

laregion del Papaloapan. Al realizar la evaluacién de la actividad citotdxica de estas proteinas se determiné que

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

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

concentracion de 1 mg/mL (Figura 10).% 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 neoplasicas.

Actividad citotéxica
100,00%

80,00%
60,00%
40,00% A34-2

——AX-2
20,00%

Supervivencia celular

0,00%
0,000 0,250 0,500 0,750 1,000
Concentracion (mg/mL)

Figura 10. Evaluacion citotdxica preliminar de las parasporinas A34-2 y AX-2.
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3 MARCO TEORICO

3.1 Quimica de productos naturales

El aislamiento y la caracterizacion estructural de moléculas procedentes de plantas, hongos, y microorganismos,
que puedan ser utilizadas como moléculas lideres o precursores en la sintesis 0 semi-sintesis de farmacos con
un espectro de accion mas amplio y una menor cantidad de efectos adversos, es objeto de estudio de la quimica
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 quimicos puros a evaluaciones farmacoldgicas, se determina si poseen actividad
bioldgica. Finalmente, mediante diferentes técnicas que incluyen la espectrometria y la espectroscopia es posible

elucidar su estructura quimica.3®4°

3.2 Técnicas de extracciéon

Actualmente existen diferentes procedimientos enfocados en la extraccion de compuestos bioactivos a partir de
fuentes naturales, como la maceracion y la extraccién Soxhlet; sin embargo, estos métodos han caido en desuso
debido a que requieren grandes volimenes de disolventes organicos y tiempos de extraccion largos. Es por ello

que han surgido estrategias novedosas que incluyen el uso de fluidos supercriticos y ondas ultrasénicas.*

3.2.1 Extraccidn asistida por ultrasonido (EAU)

Latécnica de EAU es una alternativa econémica, reproducible y segura, que se basa en el principio de cavitacion
acustica. Este fendmeno surge cuando las ondas de sonido viajan a través del medio liquido, dando paso a la
formacion de pequefias burbujas, las cuales cuando alcanzan su tamafio maximo sufren una implosion que
genera microambientes con ondas de choque de varios cientos de atmdsferas y temperaturas alrededor de los 5
000 K. A traveés de este efecto es posible dafar las paredes de las células vegetales de la materia prima, liberando
asi los compuestos bioactivos al medio, lo que tiene un impacto positivo sobre el tiempo y los rendimientos de

extraccion.442
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3.3  Técnicas de separacion

3.3.1 Cromatografia en columna (CC)

Es una técnica que se basa en la afinidad que presenta cada compuesto quimico en una mezcla, por: a) un sistema
de disolventes, que recibe el nombre de fase mdvil; y b) una fase sélida, llamada fase estacionaria. De acuerdo
a las caracteristicas quimicas que exhiban los analitos, tendran mayor o menor afinidad por una de las fases, lo
gue permitira separarlos gradualmente. En el sistema de separacion de CC (Figura 11), la fase estacionaria (en
forma de particulas finas) es puesta en un cilindro hecho generalmente de vidrio, de varios centimetros de
didametro y con una altura entre 5 y 10 veces mas grande que el diametro. En esta variante de la técnica los
analitos interaccionan con las fases estableciendo un equilibrio de adsorcién-desorcion, sin embargo, el
equilibrio es desplazado debido al paso continuo de la fase movil. La posicion vertical de la columna permite
recuperar al eluyente (fase movil combinada con los analitos) que sale de la misma por efecto de la gravedad.
Otra forma de realizar el procedimiento es ejerciendo presion positiva sobre el sistema, como en el caso de la
cromatografia 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 separacion.*344

Disolvente
Compuesto A
Compuesto B
Adsorbente

Disolvente
eluido de la Disolvente

columna

Compuesto Compuesto
A separado B separado

Figura 11. Representacién de una separacion a través de CC.
Imagen tomada y modificada®®

3.3.2 Cromatografia en capa fina (TLC)

La TLC (por sus siglas en inglés, Figura 12), es una técnica de analisis 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 linea
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(trazada con lapiz) algunos milimetros por encima de la base, posteriormente se agrega fase movil de
composicion adecuada a un reservorio (asegurando que el volumen se encuentre por debajo de la linea de
aplicacion de la muestra). La placa se coloca dentro del reservorio y la fase mévil sube a través de ella por efecto
de capilaridad, separando los componentes de la mezcla en funcion de la afinidad que presenten por cada una
de las fases; mediante el uso de agentes reveladores (quimicos o fisicos) se observan puntos sobre la placa
cromatogréafica que corresponderan a los componentes de la muestra. Usualmente los compuestos se desplazan
a través de la placa en cierta fraccion de la velocidad con que se desplaza el disolvente, esta relacion recibe el

nombre de factor de retencién (Ry) y se calcula de acuerdo a la ecuacién 1.4

Distancia que recorre el soluto

R = 1
I~ Distancia que recorre el disolvente )

Figura 12. Representacién de una separacién por
TLC

3.4 Caracterizacion estructural

3.4.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los nacleos de algunos is6topos de los elementos quimicos tienen la propiedad de comportarse como pequefios
imanes que giran en torno a un eje, y por lo tanto, poseen un momento magnético asociado a ellos, como los
atomos de H (protio) y *3C (carbono-13) entre otros, por esta razén, la técnica de RMN es de especial
importancia en la determinacion estructural de moléculas organicas. Cuando un compuesto quimico que
contiene nicleos de esta naturaleza es sometido a un campo magnético externo, Bo (Figura 13), el momento
magnético de una fraccion de la poblacion de los nucleos se alinean a favor de By (estado de menor energia o

espin o) mientras que el resto se alinea en contra de B, (estado de mayor energia o espin 3).4
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Figura 13. Desdoblamiento de los estados energéticos de espin nuclear de un atomo por efecto de un campo magnético
externo.

La diferencia de energia (AE) entre ambos estados se relaciona de forma directamente proporcional con el campo
magnético externo aplicado, a través de la ecuacion: AE = y% Bo; donde AE indica la diferencia de energia entre

los estados de espin nuclear a. y B, h es la constante de Planck (6.63x10734] - s), Byes la intensidad del campo
magnético externo y y es una constante denominada constante giromagnética (en gauss), que depende del
momento magnético que presenta el nlcleo que se observa. Al proceso a través del cual una especie quimica es
sometida a un campo magnético externo (Bo) y posteriormente es irradiada con la energia electromagnética
apropiada que permita que experimente transiciones de espin nuclear se conoce como resonancia magnética
nuclear. Al ser irradiados, la fraccion de la poblacion de los nicleos cuyo momento magnético se aline6 con el
campo magnético externo, absorbe radiacion electromagnética y experimenta una transicion del estado de espin
nuclear o al estado de espin nuclear . La cantidad de energia que absorban los nucleos se vera influencia por
el ambiente quimico que les rodea, lo que permitira distinguir diferentes sefiales para el &tomo del elemento

observado en la molécula de estudio. La informacién derivada de un espectro de RMN consiste en:#6:47

1. Numero de sefales: indica el nimero de nucleos del is6topo de estudio con diferente ambiente quimico
en la molécula.

2. Desplazamiento quimico: denotado por la letra griega J, indica la zona del espectro en la que absorbe
energia cada nacleo. El valor del desplazamiento quimico de cada sefial estara influenciado por el
ambiente quimico que rodee al nlcleo que se esté observando.

3. Multiplicidad: desdoblamiento de las sefiales por efecto del acoplamiento con ndcleos vecinos.
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4. Integracion de las sefiales: indica la proporcion en la que existen los nucleos (en cada sefial) del is6topo
de estudio en la molécula.

5. Constante de acoplamiento: separacidn (en hertz) que se observa entre dos sefiales en el espectro de
RMN, como consecuencia del acoplamiento entre dos nucleos. Depende del angulo diedro que forman

entre si.

3.4.1.1 Espectroscopia de difusion ordenada (DOSY)

Los experimentos de RMN tienen una gran cantidad de aplicaciones debido a que es posible detectar a todos
los compuestos quimicos que contienen el is6topo que se analiza; sin embargo, la interpretacion de los espectros
es complicada en muestras complejas. Una forma de eludir esta limitacion es a través del uso de experimentos
de difusion ordenada, ya que esta modalidad de la espectroscopia de RMN permite separar las sefiales del
espectro original y relacionarlas con la molécula de la que provienen en virtud de su coeficiente de difusion
traslacional (D); esta caracteristica de moléculas en solucion se presenta como consecuencia del movimiento
browniano de los solutos a través de un liquido. Dicho movimiento esta asociado al tamafio y forma de la
molécula, ademas de algunas propiedades del medio en que se encuentra como la temperatura, la composicion
y la viscosidad.*® El desplazamiento de las especies quimicas tiene un efecto de reduccién sobre la intensidad
de las sefiales del espectro de forma exponencial, cuyo grado de atenuacion esta en funcion de la amplitud del
gradiente de los pulsos magnéticos suministrados, presentando un comportamiento proporcional al valor del D
de la molécula. En la préactica, 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 sefiales
siguen un patrén de decaimiento, lo que permite establecer una correlacion entre las sefiales que corresponden

a la especie molecular cuya disminucion tiene lugar a la misma velocidad (Figura 14).4%
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Figura 14. Decaimiento de las sefiales en un espectro de difusion ordenada.
Imagen tomada®®

En el experimento DOSY mas sencillo (DOSY -Oneshot) el D se muestra a lo largo del eje vertical, mientras en
el eje horizontal se disponen las sefiales del espectro unidimensional de *H. Para realizar su interpretacion se
trazan lineas perpendiculares a los ejes, con puntos de interseccidn situados en los valores de D y ¢ obtenidos,
de tal forma que es posible establecer una correlacion pseudo 2D en la que se asume que todas las sefiales del
espectro original que se asocian a un valor de D pertenecen a la misma especie quimica; facilitando asi la

asignacion de sefiales y su seguimiento a través de otros experimentos para construir la estructura molecular.4%:50

Un ejemplo de la aplicacion de estos experimentos es el andlisis de metabolitos secundarios como los
flavonoides fisetina (44), (+)-catequina (45) y quercetina (29).5! Los flavonoides, de manera general, son una
familia de metabolitos que comparten una estructura quimica basica (benzopirano: anillos Ay 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 esta influenciado en gran medida por el
medio en que se encuentran inmersos los solutos, una forma de mejorar la separacion de las sefiales 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 analisis de los flavonoides 29, 44 y 45, se empled
una mezcla de los disolventes DMSO-ds/D,0 en una proporcion 50/50 (v/v), para incrementar su solubilidad;
ademas de incorporar el agente dodecil sulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés) a una concentracién 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 adicion del agente SDS, se observo que en este Gltimo caso se favorecié un mayor desdoblamiento de los
valores de D, lo que permitio llevar a cabo la asignacion de las sefiales de los analitos correspondientes (Figuras

15ay 15b, respectivamente).

OH
HO 0 @
' OH

OH

29 44 45

Figura 15. Analisis mediante MA-DOSY de los flavonoides 29, 44 y 45. a) espectro obtenido antes de la adicion de
SDS. b) espectro obtenido después de la adicion de SDS (80 mM)

Por otro lado, a través de la espectroscopia DOSY en combinacion con otros experimentos de RMN como
COSY, TOCSY, HMBC, HSQC, entre otros, también ha sido posible realizar la asignacion de las sefiales de
diferentes productos del metabolismo, como: polialcoholes, acidos orgéanicos y carbohidratos,* lo que la hace
una herramienta atil en la elucidacion estructural de moléculas de interés biolégico como los productos

naturales.

3.4.2 Espectrometria de masas (MS)
La MS es una técnica de andlisis instrumental que permite separar y analizar iones en fase gaseosa, en virtud de

la relaciéon masa/carga eléctrica que poseen, representada como m/z (Figura 16).52
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Fuente de ionizacion: electrospray

. » Fision de la gota
Disolucién de la J

muestra nebulizada .---.---‘$ ® ..

Evaporacion del disolvente

Disolucién de la
muestra

Celda de

Filtro de masas: cuadrupolo o
colisiones

Analizador de masas: tiempo de vuelo

Gas nebulizador

| I }/\/1,@ I Pusher Sistema de deteccion

Espejo de iones

Gas de desolvatacion LI/W\%
N N
Sistema de vacio V Sistema de vacio

Sistema de vacio  <gu

Figura 16. Configuracion general de un espectrémetro de masas de tipo ESI-Q-TOF.
Imagen tomada y modificada®*

3.4.2.1 lonizacién por electronebulizacién (ESI)

Es un método de ionizacion que se lleva a cabo a presion 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 ionizacion
se agregan aditivos que son capaces de ionizar a las moléculas presentes a través de la ganancia o pérdida de
iones H*, tales como é&cidos (ESI-Positivo) y bases (ESI-Negativo) de naturaleza volatil, como el acido férmico
y el hidroxido de amonio, respectivamente. Posteriormente la disolucion es nebulizada dentro de la fuente de
ionizacion, y una vez que se encuentra en forma de gotas pequefias, son evaporadas gradualmente, ocasionando
gue las moléculas se acerquen entre si hasta que son repelidas mutuamente debido a su carga eléctrica, formando

iones independientes que migraran hacia el siguiente dispositivo del sistema.%®

3.4.2.2 Analizadores y filtros de masas

Después del evento de ionizacion los iones viajan a través de una serie de dispositivos sometidos a alto vacio,
que tienen finalidades diferentes: los filtros de masas o cuadrupolos (Q) son dispositivos que discriminan iones
con distinta relacién 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 relacion
m/z. Ademas de determinar la masa exacta del ion molecular, también es posible determinar la masa exacta de

los iones que forman el patron de fragmentacion; esto se consigue al suministrar energia de colisién a la muestra
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(en la celda de colisién) que fragmenta al ion de una forma caracteristica para cada compuesto quimico.

Finalmente, a través de esta informacion se puede inferir la estructura quimica del compuesto de interés.
3.5 Evaluacion de la actividad antiproliferativa

3.5.1 Ensayode 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 palido, soluble en agua), es reducido a formazan (47, de color violeta, insoluble en agua) por

medio de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales.

Deshidrogenasas
'}' N mitocondriales
®N:N

46 47

Figura 17. Reduccidn metab6lica del MTT a formazan.

El cambio de coloracion en el medio indica la actividad mitocondrial de las células para llevar a cabo la
reduccién del MTT, es decir, medir su actividad funcional; por lo que la disminucién de la coloracién 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 reaccion colorimétrica, el producto de la reaccién 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 ecuacién 2.57:%8

Absorbancia de las células tratadas
100 2

Porcentaje de supervivencia celular = - - X
J P Absorbancia de las células control
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se estima que en el 2015 las variantes del cancer fueron la causa de 8.8 millones de defunciones a nivel mundial,
siendo el cancer de mama el de mayor incidencia con 16% de los tumores malignos diagnosticados. Ese mismo
afio, en México, se determind 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 aumenté hasta alcanzar una
tasa de 16 defunciones por cada 100 000 mujeres de 20 afios en adelante.®*° Las estadisticas de los Gltimos afios
indican que estas enfermedades han ido en aumento, sin embargo, el desarrollo de nuevos farmacos para tratarlas

no sigue el mismo ritmo de crecimiento.

5 JUSTIFICACION

El estudio de plantas que conduzcan al descubrimiento de compuestos que puedan ser empleados en el
tratamiento del cancer 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 cancer han sido obtenidos de fuentes
naturales, como el Paclitaxel, aislado a partir de la especie Taxus brevifolia,'* sin embargo, de los cientos de
compuestos bioactivos que han sido evaluados como agentes anticancerigenos, s6lo unos pocos pasan la etapa

de experimentacién in vitro.

Debido a que existen estudios farmacoldgicos que demuestran que los extractos de algunas especies del género
Tradescantia como T. spathacea y T. zebrina poseen actividad citotoxica contra lineas celulares cancerigenas,
a través del estudio quimico y la evaluacidn citotdxica de la especie T. pallida se establecerd su posible

aplicacion como fuente de agentes bioactivos que puedan ser utilizados en el tratamiento del cancer.
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6 HIPOTESIS
El estudio quimico y biolégico de la especie Tradescantia pallida conducira a la obtencién de extractos con

actividad citotoxica contra la linea celular de cancer de mama MCF-7.

7 OBJETIVOS

7.1  Objetivo general

Realizar el estudio quimico y la evaluacién citotoxica de los extractos de las hojas de T. pallida sobre la linea

celular de cancer de mama MCF-7.

7.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad citotdxica de cinco extractos de la especie T. pallida, en la linea celular de cancer
de mama MCF-7.

2. Caracterizar los metabolitos presentes en los extractos activos mediante técnicas espectroscdpicas como
RMN vy técnicas espectrométricas como ESI-MS.

3. Determinar la posible actividad sinérgica del extracto mas activo obtenido a partir de T. pallida en
combinacién con dos parasporinas producidas por Bacillus thuringiensis, en la linea celular de cancer

de mama MCF-7.
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8 METODOLOGIA

8.1 Recoleccién y secado del material vegetal
Para llevar a cabo la recoleccion de la materia prima se cortaron unicamente las hojas de la planta que tuvieran
una longitud de 10 a 15 cm, cuidando que no presentaran alguna plaga o enfermedad. EI material vegetal se

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

8.2  Obtencion de los extractos

Las hojas trituradas se dividieron de forma equitativa en cuatro lotes, y se colocaron en frascos ambar 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 agreg6é aproximadamente 400 mL de
disolvente y se colocd en un bafio de ultrasonido (Bransonic 1510R-MTH, 42 KHz + 6%) durante 20 minutos
(10 minutos en sonicacién-pausa de 5 minutos-10 minutos en sonicacion). Este procedimiento se realiz6 por
triplicado. Tras concluir cada repeticidn, el extractante se colectd en un matraz de bola y el disolvente se retir6

mediante evaporacién a presién reducida (Rotaevaporador Buichi R-300) para asi obtener el extracto seco.

8.3  Perfil fitoquimico preliminar de los extractos

Se realizaron 7 pruebas quimicas para determinar la presencia de algunas familias de metabolitos secundarios
en los extractos obtenidos, utilizando los protocolos descritos por Patil y Deshmukh,®® 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 alicuotas de cada extracto se colocaron de 5 a 10 gotas de la disolucién y
se adicion6 agua destilada para completar el volumen requerido, por Gltimo se afiadieron los reactivos

correspondientes para cada ensayo.

Al mismo tiempo se incluy6 un estandar representativo de cada familia de metabolitos a evaluar como control

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

8.4  Analisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC
Se realiz6 un perfil cromatogréfico preliminar de los extractos mediante TLC. Para ello se utilizaron placas

cromatogréficas de silica gel 60 Fzs4 (5 cm x 4 cm; 3.5 cm x 4.0 cm; 3.0 cm x 4.0 cm), en las cuales se depositd
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una pequefia muestra de los extractos solubilizados en los disolventes apropiados, a su vez, en el analisis de los

extractos menos polares (Hex, CH2Cl, y AcOEt) se incluyeron dos estandares.

Posteriormente, las placas fueron eluidas utilizando 5 sistemas binarios de polaridad ascendente (Hex/AcOEt
90:10 y 70:30, CH,Cl,/MeOH 95:05 y 50:50, MeOH/H,0 90:10) y observadas mediante distintos agentes (luz
visible, radiacion UV-254 nm, radiacién UV-365 nm y H,SO./A). Por 1ltimo, se realizé el calculo de Rt para

los componentes mayoritarios de los extractos.

8.5 Evaluacién preliminar de la actividad citotdxica de los extractos

Para la evaluacidn citotoxica preliminar, se utilizo la linea 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 °C en presencia de ambiente humidificado y CO; (5%). Posteriormente se utiliz6 un
mililitro de tripsina proteasa (Biowest) para desprender las células, la suspension celular resultante se transfirio
a un tubo conico de 15 mL y se centrifug6 durante 5 minutos a una velocidad de 1000 rpm (Thermo Scientific
Heraeus Megafuge 16R). Del paquete celular obtenido después de la centrifugacion se prepard una suspension

celular a una dilucion 1:20 y se realiz6 el conteo en una camara de Neubauer.

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

se incubaron durante 24 h.

Tabla 3. Densidad celular utilizada en la evaluacion preliminar de la actividad citotdxica.

Extracto Vehiculo Controles incluidos (densidad celular)
] ] Medio de cultivo (3.5x10%)
Hexano Medio de cultivo, con DMSO al 20% ; ;
Medio de cultivo, con DMSO al 20% (3.5x10°%)
) ) Medio de cultivo (1.7x10°%)
Diclorometano Medio de cultivo, con DMSO al 4% i i
Medio de cultivo, con DMSO al 4% (1.7x10°%)
) ) Medio de cultivo (1.7x10°)
Acetato de etilo Medio de cultivo, con DMSO al 8% ; ;
Medio de cultivo, con DMSO al 8% (1.7x10°%)
Metanol 1 Medio de cultivo Medio de cultivo (5x10%)
Metanol 2 Medio de cultivo Medio de cultivo (5x10%)
Agua Medio de cultivo Medio de cultivo (5x10%)
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Se pesaron aproximadamente 10 mg de cada uno de los extractos y se solubilizaron en un vehiculo adecuado.
Las soluciones se esterilizaron por filtracién con una membrana con tamafio de poro de 0.22 um (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 exposicion de 24 h.

Una vez transcurrido este tiempo se retird el medio de cultivo y se efectud el ensayo MTT, para ello se colocaron
25 uL de una solucion que contenia 5 mg/mL del reactivo MTT y 475 uL 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 realiz6 la lectura de la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro UV-Vis (Optizen Pop). Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de

supervivencia celular.

8.6  Separacion cromatogréfica del extracto MeOH 2 (C1)

La muestra se prepar6 mezclando el extracto MeOH 2 (3.2873 g) disuelto en metanol con silica gel 60 con
tamafio de particula 230-400 um (10.3025 g), la suspensidn se someti6 a un proceso de evaporacién a presion
reducida. Posteriormente se prepard una columna cromatografica de 5 cm de didmetro con un lecho de silica de
4” de altura, para lo que se utiliz6 una mezcla de Hex/AcOEt (70:30) como fase mavil inicial. A esta columna
se adiciond 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/H-0 9:1, H,0 100%).

8.7 Evaluacion de la actividad citotéxica de las sub-fracciones del extracto MeOH 2

8.7.1 Ensayo preliminar
La linea celular MCF-7 se propag6 empleando la metodologia descrita en la seccion 8.5, para este ensayo se

utilizaron placas de 6 pozos con 5x10* 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 solucion se filtrd. Se realizaron diluciones sucesivas (relacién 1:2 en cada caso) partiendo de
una concentracion de 2 mg/mL, hasta llegar a 0.125 mg/mL. Para la sub-fraccién 6, debido a que contenia agua,
se hicieron las mismas diluciones partiendo de una concentracion de 2% (v/v) hasta 0.125% (v/v). Los

tratamientos se dejaron actuar durante 24 horas, una vez transcurrido este tiempo se eliminé el exceso de medio
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de cultivo. Como siguiente paso, se agregaron 40 uL del reactivo MTT (5 mg/mL) y 760 uL de medio de cultivo
a cada pozo, el cual se dejé actuar durante 4.5 horas. Posteriormente se retir6 el excedente y se midié la
absorbancia de los cristales disueltos en alcohol isopropilico (grado técnico), en un espectrofotometro UV-Vis

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

8.7.2 Ensayo por duplicado
La linea celular MCF-7 se propag6 empleando la metodologia descrita en la seccion 8.5, en placas de 96 pozos

con 5x10*células cada uno.

Se pesaron entre 6.3 y 8.4 mg de cada sub-fraccion y se afiadié el volumen necesario de medio cultivo para
preparar soluciones stock de 2 mg/mL. A partir de esta solucién se prepararon 4 diluciones (0.125, 0.25, 0.50,
1.00 mg/mL). Se afiadieron 200 pL de las 5 soluciones preparadas y se dejaron actuar sobre los cultivos durante

36 h (se incluyo un control negativo).

Una vez terminado el tiempo de exposicidn, se retird el medio de cultivo. Posteriormente, se agregaron 5 uL de
MTT (5 mg/mL) y 95 uL de medio de cultivo a cada pozo, el cual se dejé actuar durante 4.5 h. Al terminar la
reaccion se retir6 el excedente y se agregaron 200 uL. de DMSO para disolver los cristales depositados en el
fondo de la placa, y se hizo una dilucion con 150 uL. de DMSO mas 25 uL de la solucion de formazan. Se midid

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 cromatogréaficas de la sub-fraccion EM2-4 (C2 y C3)

C2: La sub-fraccion EM2-4 (1.130 g) se solubilizé en MeOH y se combind con silica para cromatografia flash
(4.4417 g), posteriormente el disolvente se retird por evaporacion a presion reducida. Se preparé una columna
cromatogréfica de 4 cm de diametro con un lecho de silica de 4 de altura. A esta columna se adicioné la muestra
seca. Los componentes se eluyeron mediante un proceso de separacion isocratico (CH.Cl./MeOH/H0,
80:20:5). Para finalizar la separacion, los componentes retenidos en la fase estacionaria se eluyeron utilizando

una mezcla de MeOH/H,0 (90:10).

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

y se combind con silica para cromatografia flash (2.5 g), el disolvente fue retirado mediante evaporacion a
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presién reducida. Se prepard una columna de 3 cm de didmetro con un lecho de silica de 4”. A esta columna se

adiciond la muestra y se realizé un proceso de separacion isocratico (CH.Cl,/MeOH/H0, 80:20:1).

8.9 Separacion mediante cromatografia en placa preparativa (CP)

Se prepard una placa de cromatografia preparativa utilizando silica 60 GFss (Merck) suspendida en agua
destilada. Las reuniones EM2-4-4 y EM2-4-5 provenientes de la separacion cromatografica C3 se combinaron
y se solubilizaron en MeOH destilado. La muestra se aplicé sobre la placa (grosor de la linea=2 mm), y la placa
se coloco en un reservorio cerrado donde se eluy6 con una mezcla de CH2Clo/MeOH/H,0 (80:20:2). Una vez
alcanzada la linea designada como frente de disolvente, la placa se retir6 del reservorio y se seco. El

procedimiento de elucion se repitié dos veces mas.

Posteriormente, la placa se observo bajo radiacion UV-254 nm y se delimit6 un area 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 suspension se filtrd y el sobrenadante fue

evaporado a presion reducida.

8.10 Caracterizacion estructural

8.10.1 Analisis 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 uL de metanol-ds (>99.8% de atomos de deuterio, con TMS al 0.05 % v/v) y transferida a
un tubo de resonancia magnética (Wilmad, Sigma Aldrich, diametro 5 mm, limite de frecuencia 600 MHz). Los
experimentos (*H, *C, gCOSY, gHSQC, gHMBC, DOSY-Oneshot) fueron adquiridos a 25 °C en un
espectrometro de RMN Varian/Agilent Premium Compat 600 MHz (14.1 T) con mddulo de gradiente de campo
pulsado y sonda de 5 mm *H-°F/**N-3'P, equipado con el software Varian VNMRJ-2.3 Revision A. Los

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

8.10.2 Analisis mediante espectrometria de masas
El analisis se realizd en un espectrémetro de masas SYNAPT G2-Si (Waters), equipado con fuente de ionizacién
por electronebulizacion, filtro de masas de cuadrupolo sencillo, celda de colisiones y analizador de masas de

tiempo de vuelo (ESI-Q-TOF). La operacion del equipo y el andlisis 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
ionizaciény el cono de muestra, respectivamente. Como gas de desolvatacion se utilizd Nza 200 °C con un flujo
de 800 L/h. La muestra se analiz6 mediante infusion directa con un flujo de 10 uL/min a través de un capilar a

100 °C.

Se solubilizaron 0.5 pL de cada muestra (provenientes del anélisis mediante RMN) en 1 mL de metanol grado
espectrometria de masas y se observaron en ambos modos de ionizacién, asistidas por 2 uL de acido férmico
(Fluka, 49-51%, para uso en HPLC, 50% en agua) para ESI-(+) y 3 uL de hidréxido de amonio (Sigma-Aldrich,
28% de NH3en H,0 >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 Evaluacion de la actividad citotoxica sinérgica EM2-4 + parasporinas
La linea celular MCF-7 se propag6 empleando la metodologia descrita en la seccion 8.5, en esta ocasion se

utilizaron placas de 96 pozos con 5x10* células cada uno.

Se pesaron aproximadamente 35.3 mg de la sub-fraccion EM2-4 y se afiadio el volumen necesario de medio
cultivo suplementado para llegar a una concentracion de 2 mg/mL. A partir de esta solucidn se prepararon 4
diluciones (0.125, 0.25, 0.50, 1.00 mg/mL). Se afiadieron 200 pL de las 5 soluciones preparadas y 2 uL de la
solucion de la parasporina correspondiente a cada pozo, los tratamientos se dejaron actuar sobre los cultivos

durante 36 h (se incluy6 un control negativo). Se realizaron dos ensayos con cuatro series para cada tratamiento.

Una vez terminado el tiempo de exposicion, se retird el medio de cultivo excedente y se agregaron 5 uL de
MTT (5 mg/mL) y 95 uL de medio de cultivo a cada pozo, el cual se dejé actuar durante 4.5 h. Al terminar la
reaccion se retird el excedente y se agregaron 200 uL de DMSO para disolver los cristales depositados en el
fondo de la placa, posteriormente se hizo una dilucién con 150 uL. de DMSO mas 25 uL de la solucion de los

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

expresaron como porcentaje de citotoxicidad.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Recoleccién y secado del material vegetal

La recoleccion de la planta se efectud en la colonia EI Castillo, en la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca (18° 05' 05.8"
N 96° 08' 53.6" O). Las hojas hiimedas (6.1 kg) se secaron a temperatura ambiente (Figura 18a) y se trituraron,
obteniendo 320 g de material vegetal. EI 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.®!

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

9.2 Obtencion 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 extraccion 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 comparacion con los de mediana y baja polaridad. La tendencia observada en los rendimientos

de extraccion sigue el orden: agua > MeOH > CH,Cl, > Hex > AcOEt.

Durante el proceso de extraccion con MeOH, se observo que una fraccion de este extracto adquirié una tonalidad
magenta similar a la que present6 el extracto acuoso y se formé un precipitado, por lo que se decidi6 tratarla

como una sub-fraccion del extracto metandlico (designado como MeOH 2).
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Tabla 4. Resumen del procedimiento de EAU.

Disolvente Masa de extracto (g) Rendimiento (%)*
Hex 3.0370 0.92
CHCl, 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 fitoquimico preliminar

Para realizar el estudio fitoquimico preliminar se emplearon 7 ensayos basados en la formacion 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.

Metabolitos a
determinar

Taninos
Ensayo de

Braymer
Flavonoides

Glicésidos
Ensayo de
Liebermann

Cumarinas

Proteinas
Ensayo
xantoprotéico
Esteroides
Ensayo de

Salkowski

Terpenoides

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

Reactivos

2 mL de extracto + 2 mL
H20, + 2-3 gotas de FeCls
(5%)

1 mL de extracto + 1 mL de
Pb(OAC)s (10%)

2 mL de extracto + 2 mL de
CHCI3+ 2 mL de AcOH

1 mL de extracto + 1.5 mL
de NaOH (10%)

1 mL de extracto + 1 mL de
HZSO4 (conc.)

1 mL de extracto + 1 mL de
CHCIz + 1 mL de H2SO4
(conc.)

1 mL de extracto + 1 mL de
(CHs3CO)2 + 1 mL de
H2S04 (conc,)

*Resultados no concluyentes.

Resultado esperado

(Referencia utilizada)

Precipitado verde

(Acido tanico)

Coloracién amarilla
(Quercetina)

Coloracién violeta-

verde

Coloracién amarilla
(Acido 4-hidroxi-3-

metoxicinamico)

Precipitado blanco

Anillo rojizoen la
unién de las dos fases
(Colesterol)

Coloracién roja

oscura

5 1 Q
T T

O
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X

AcOEt

AN

MeOH
M1 | M2
X X
X X
X X
X X
X X
v v
X X

Agua

AN

BLK

Ref
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Los extractos en los que se observé un mayor namero de resultados positivos fueron los de polaridad media a
alta (Figura 19), por ejemplo, en los extractos de AcOEt y agua se detectd la presencia de compuestos fenélicos
como flavonoides, cumarinas y taninos. Por otro lado en los extractos de AcOEt y MeOH (ambas sub-
fracciones) se detectd 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 observé un posible

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

¢ * * * L 2 L 2

Taninos Flavonoides
. * o o

Glicosidos Cumarinas
* & o *

Proteinas Esteroides

Terpenoides

Figura 19. Resultados de las pruebas fitoquimicas preliminares de los extractos.
Nota: 1: Hex, 2: CH.Cl,, 3: AcOEt, 4: MeOH 1, 5: MeOH 2, 6: Agua, 7: Blanco, 8: Referencia. Los rombos indican
resultados positivos
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Estos resultados complementan la informacion que se conocia hasta el momento en cuanto a la composicion
guimica de los extractos de T. pallida, ya que algunas de las familias de metabolitos secundarios que se han
descrito en el extracto metanolico de esta especie mediante ensayos fitoquimicos son: flavonoides (tiras de zinc
y HClI conc.), alcaloides (ensayo de Mayers, ensayo de Dragendorff y ensayo de Hager), taninos (dicromato de

potasio al 10%) y carbohidratos (ensayo de Fehling).5?

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 quimicos metabolitos secundarios como:
guercetina, isoquercetina, kaempferol, bracteanolido A y B, entre otros, a los cuales se les atribuyen algunas de
las actividades bioldgicas que presentan.®®3* Debido a que a través de varios estudios fitoquimicos 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 fendlicos), se plantea la posibilidad que compartan un perfil

fitoguimico similar.

9.4  Analisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC

Tomando en cuenta que cada punto en las placas cromatogréficas indica la presencia de un compuesto quimico,
y partiendo de la premisa que en la mismas condiciones de separacion los metabolitos que se encuentren en mas
de un extracto conservan el mismo valor de Ry, al realizar el andlisis mediante TLC con Hex/AcOEt en una
proporcion 90:10 como sistema de elucion (Tabla 6) se concluyd que los extractos de Hex, AcOEt y CH,Cl;
poseen un perfil fitoquimico similar, ya que se observan tentativamente los mismos metabolitos al revelar las
placas con luz visible (R=0.90), radiacion UV-254 nm (R:=0.64, 0.53), radiacion UV-365 nm (R=0.73, 0.29)
y H2SO4, A (R=0.73, 0.24, 0.18). Al incrementar la polaridad del sistema de elucion Hex/AcOEt a una
proporcion 70:30, se logré apreciar un perfil de metabolitos mas amplio en los tres extractos mencionados,

especialmente al revelar la placa cromatografica con H.SO, y calentamiento (R~=0.97, 0.87, 0.72, 0.63, 0.47).
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Tabla 6. Resultados del andlisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC (1).
Sistema de elucion: Hex/AcOEt (90:10)

Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2SO04, A
— C— —
1
1
 —  ——
[—
Rt R H D A M M2Ag Ri R H D A M M2Ag Rt R H D A M M2Ag Rt R H D A M M2Ag
0.73
0.90 0.64 0.53 0.73 0.29 0.18
0.24
Sistema de elucidn: Hex/AcOEt (70:30)
Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2S04, A
 —
— L ]
1
— — —
—/
—
— — —
Ri Rz H D A M M2Ag Ri Rz H D A M M2Ag Ri R H D A M M2Ag Ri R, H D A M M2Ag
0.75 0.47 0.62 0.63
0.97 0.62
0.63 0.34 0.87
0.73
0.59 0.25 0.73 0.29 0.23

Nota: Ry: fitol, R,: B-sitosterol, H: Hexano, D: CH,Cl,, A: AcOEt, M: MeOH 1, M2: MeOH 2, Ag: Agua.

En este Gltimo analisis se incluyeron dos estandares (Figura 20), los metabolitos secundarios p-sitosterol (41) y
fitol (48), los cuales presentan un Rs de 0.87 y 0.62 respectivamente, por lo que fue posible identificarlos en los

tres extractos de menor polaridad.

41 48
Figura 20. Metabolitos secundarios identificados por TLC.

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

los fitosteroles (isopentenoides policiclicos hidroxilados), que son compuestos presentes cominmente en aceites
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vegetales, semillas y nueces. Los fitosteroles son conocidos por la variedad de actividades bioldgicas que
poseen; se ha descrito que B-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 ademas
de un efecto antineoplasico.5® En este Gltimo contexto, se han utilizado diferentes modelos de céncer para
evaluar la actividad antiproliferativa de B-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 umol/L) favorece el
crecimiento de la linea celular MCF-7 (modelo in vitro), hasta 2.4 veces mayor con respecto al control negativo;
mientras que en ratones atimicos ovariectomizados (modelo in vivo) la introduccion de p-sitosterol a través de
la dieta tiene un efecto de proteccion contra el crecimiento del tumor implantado (estimulado con 17f-
estradiol).%* Por su parte, fitol, es un metabolito secundario producido por la mayoria de los organismos
fotosintéticos ya que es una molécula que forma parte de la clorofila, por lo que es considerado el isoprenoide
aciclico mayoritario en la biésfera; este compuesto posee una gran cantidad de actividades bioldgicas, entre las
gue destacan su actividad antimicrobiana (E. coli, S. aureus, A. niger, etc.), anticonvulsionante (ratones Swiss),
anti-inflamatoria (edema inducido), anti-diabética (ratas Wistar), y anticancerigena (células MDA-MB-231).5°
Sin embargo, en el caso de ambos metabolitos no se han establecido completamente los mecanismos de accién

que siguen para presentar dichos efectos biologicos.

En un segundo ensayo, para desplazar los metabolitos retenidos en el punto de aplicacion de los extractos mas
polares (CH2Cl; en adelante) se aument6 la polaridad de la fase mévil a un sistema de CH.Cl,/MeOH (95:05),
lo que permitié observar al menos 9 compuestos diferentes (sistema, al revelar bajo radiacion UV-365 nm) con

factores de retencion que oscilan entre 0.13 y 0.97 (Tabla 7).
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Tabla 7. Resultados del andlisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC (2).
Sistema de elucidn: CH2Cl/MeOH (95:05)

Luz Visible UV-254 nm H2SO04, A
— [ ——
— — [—]
—
—3
= -
= —] 1
—
D A M M2 Ag D A M M2 Ag D A M M2 Ag
0.97 0.97
0.39 0.25 0.97 0.57 0.51
0.88 0.85
0.38 0.88 0.37 0.35
0.50 0.62

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

Debido a que con el sistema de elucién anterior no fue posible separar los compuestos de los extractos mas
polares (MeOH 1 en adelante), se incrementd la proporcién de MeOH a 50% en CH,Cl, y posteriormente 90%
en agua. Con este Ultimo sistema se observaron al menos 7 compuestos (Tabla 8) en las fracciones del extracto

metandlico y el extracto acuoso, al revelar a placa con radiacién UV a 365 nm.
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Tabla 8. Resultados del andlisis cualitativo preliminar de los extractos mediante TLC (3).
Sistema de elucidn: CH2Cl/MeOH (50:50)

Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2S04, A
] L L] —
— — —1 —

M M2 Ag M M2 Ag M M2 Ag M M2 Ag
0.97 0.81 0.97 0.81 0.97 0.81 0.97 0.81
Sistema de elucién: MeOH/H20 (90:10)
Luz Visible UV-254 nm UV-365 nm H2S04, A
—
= | —
[—
—
—
1
1
M M2 Ag M M2 Ag M M2 Ag M M2 Ag
0.93 0.82 - 0.84 0.42 0.93 0.82
0.75 0.31

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

9.5 Evaluacion preliminar de la actividad citotoxica

Extractos obtenidos

Hexano —

Diclorometano —

8 o Extracto més
§ Acetato de etilo  — Ev.de laactividad | activo Cromatograffa en columna
a — biolégica — flash
2 MeOH 1 - (Ensayo MTT)
o
h MeOH2 |
Agua —

Esquema 4. Evaluacién preliminar de la actividad citotoxica.

La actividad citotoxica de los seis extractos obtenidos se evalu6 frente a la linea celular MCF-7 de cancer de
mama, a través del ensayo de MTT (Esquema 4), siendo el extracto MeOH 2 el que present6 la mayor
disminucidn de la proliferacion celular de manera dosis-dependiente (Figura 21). EI mejor efecto fue observado

a la dosis de 1 mg/mL, con una inhibicion 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, CH2Cl; y AcOEt) indujeron un aumento en el crecimiento de la poblacion celular, de los cuales el extracto
hexanico (concentracion=0.06 mg/mL) presentd el mayor porcentaje de proliferacién, con un aumento de
aproximadamente 4 veces la cantidad de células presentes en el control negativo (medio de cultivo + vehiculo
de disolucion del extracto). Este comportamiento puede atribuirse a la presencia del metabolito secundario f3-
sitosterol, el cual fue identificado en los tres extractos mencionados mediante el analisis por TLC, y se ha
demostrado a través de estudios in vitro que induce un aumento en la proliferacion de la linea celular MCF-7,

como consecuencia del efecto estrogénico que presenta sobre dicha linea celular.%?

Actividad citotéxica

400,00%

<_§ 350,00%

B 300,00% Hexano

g 250,00% Diclorometano

[ 0, -

g 200.00% Acetato de etilo

'S 150,00%

8 100,000 WK A—P—————@ Metanol 1

3 S T—x

@ 50,00% —¥— Metanol 2
0,00% Agua

0,000 0,125 0,250 0,375 0,500 0,625 0,750 0,875 1,000
Concentracion (mg/mL)

Figura 21. Evaluacion citotdxica preliminar de los extractos.
Nota: Los resultados son expresados como la media de los datos obtenidos. EI primer punto de la curva corresponde al
control negativo.

La actividad citotoxica 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
hidroalcohdlico posee actividad citotoxica contra la linea celular MCF-7, de hasta el 50% de inhibicion del

crecimiento a una concentracion de 229 ug/mL.5

En un estudio alterno, al realizar la evaluacion de 10 extractos de polaridad ascendente de las hojas de T.
spathacea, se comprobd que sus extractos polares (acuoso, metanélico y etan6lico) poseen actividad citotdxica
especifica contra diferentes lineas de cancer como HT-29, Hep-G2 y PC-3 a concentraciones bajas (10 ug/mL).8
Ademas, mediante un analisis a través de HPLC-MS-TOF se comprobd que los extractos evaluados poseen

metabolitos secundarios pertenecientes a la familia de los compuestos fendlicos (antocianinas, y los &cidos:
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feralico, clorogénico, p-cumarico, etc.), los cuales ademas de su efecto citotdxico, también presentan efectos
benéficos sobre la salud ya que actlan como agentes antioxidantes y antimicrobianos. El efecto citotoxico de
metabolitos secundarios como el acido fertlico y algunas antocianinas ha sido atribuido a su capacidad de
intervenir y modificar mecanismos del ciclo celular, ademés de ofrecer quimioproteccion hacia las células sanas

en las etapas tempranas de la enfermedad.

Debido a que es comln 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
guimicos estas moléculas o derivados de ellas en las fracciones de mayor polaridad (extractos MeOH 1, MeOH
2 y acuoso), es por ello gue resulta congruente inferir que los mecanismos de accion 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. 4

9.6 Separacion cromatografica del extracto MeOH 2 (C1)

Fase movil Fraccion
MeOH (2) Hex/AcOEt 70:30 13
\L Cromatografia en columna He,i(\i;g(;g ?(:)g?/fo ‘;-S
36 fracciones AcOEt/MeOH 70:30 10-16
(C1) AcOEt/MeOH 50:50 17-19
\L Reunion en funcin de la similitud MeOH 100% 20-24
| - - cromatografica , MeOH/H20 90:10 25-33
| ‘ | | | H>0 100% 34-36
EM2-1 EM2-2 EM2-3 EM2-4 EM2-5 EM2-6
(1-9) (10-12) (13-18) (19-25) (26-32) (33-36)

Esquema 5. Procedimiento de la separacion cromatografica C1.

Con base en los resultados obtenidos para la evaluacion bioldgica, se eligio el extracto MeOH 2. Durante la
separacion cromatografica C1 se colectaron 36 fracciones de aproximadamente 50 mL, mediante un gradiente
de polaridad, iniciando con un sistema de elucion de Hex/AcOEt (70:30), hasta eluir completamente con
sistemas polares como MeOH/H,0 (Esquema 5). El seguimiento de la separacién se realizé mediante TLC, con

el uso de tres agentes reveladores (Tabla 9).
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Tabla 9. Perfil cromatografico mediante TLC de las fracciones de C1

Fracciones C1

2-10 12-20 22-30 28-32
Hex/AcOEt (70:30) Hex/ACOEt (50:50) n-BUOH/H,0 (4:0.5) n-BUOH/H.0 (4:1)
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Después de observar el perfil cromatografico de las fracciones, se establecié un criterio de similitud con base
en el revelador ninhidrina (49), el cual es un agente quimico que reacciona de forma selectiva con compuestos
gue contienen aminas primarias principalmente (Figura 22), para producir un derivado colorido conocido como

purpura de Ruhemann (50).

R
O | OH
CH 0
2 / + L+ 0O 4 + 4HO
: ) o
o) 0o
49 50

Figura 22. Reaccidn entre el revelador ninhidrina y un aminoacido genérico.

A través del criterio de similitud cromatografica, 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 bioldgica
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del extracto original a una fraccion de menor complejidad. Tomando como rendimiento del 100% a la cantidad
total de extracto obtenida durante la separacion, 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-fraccion EM2-

4 la méas abundante (38.51% m/m).

Tabla 10. Reunién de las fracciones de C1 en funcion de la similitud cromatografica (Ninhidrina, A).

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
EM2-4 1162,4 35.36
EM2-5 565,5 17.20
EM2-6 183.6 5.59
Masa total=3.018 g 91.81

*Rendimiento con respecto a la cantidad de extracto inicial

9.7 Evaluacion de la actividad citotoxica de las sub-fracciones del MeOH 2

De acuerdo a los resultados obtenidos de la evaluacion biolégica 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 citotoxica significativa, b) Las sub-fracciones EM2-3 y EM2-4 disminuyeron el crecimiento de los
cultivos de manera favorable, y por el contrario, ¢) Las subfracciones EM2-5 y EM2-6 a concentraciones bajas
indujeron un aumento en la proliferacion celular con respecto al control negativo (medio de cultivo, representado
como el primer punto de la curva dosis-respuesta). En cuanto a la evaluacion de las sub-fracciones EM2-3 y
EM2-4, al administrar una dosis de 1 mg/mL se observ6 una inhibicidn del crecimiento celular del 23.4%, este
porcentaje se incrementd 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 inhibicidn. Debido a que el
porcentaje de inhibicion es congruente con lo observado durante la evaluacion preliminar de los extractos
crudos, se asume que fue posible enriquecer los metabolitos secundarios responsables de la actividad bioldgica

en dos sub-fracciones con menor complejidad que el extracto original.
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Actividad citotéxica

140,0%
120,0%
100,0%
80,0%
60,0%

40,0%

Supervivencia celular

20,0%

0,0%
0,000 0,250 0,500 0,750 1,000

EM2-1
EM2-2
—A—EM2-3
—>—EM2-4
—¥—EM2-5

—0—EM2-6
1250 1,500 1,750 2,000

Concentracion (mg/mL)

Figura 23. Resultados de la evaluacion citotdxica 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.

EM2-3

140+

Control
neg
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Figura 24. Analisis de varianza de EM2-3.
ap < 0.05 vs Control, Pp < 0.05 vs 0.125, °p < 0.05 vs 0.250.

Para determinar si existe diferencia significativa
entre la respuesta observada con respecto a las
concentraciones evaluadas se realizé un analisis de
varianza de un factor (one-way ANOVA) mediante
el software GraphPad Prism 6. A traves de este
andlisis estadistico se determind que la sub-fraccion
EM2-3 (concentracion=2 mg/mL) presentd un nivel
de significancia adecuado al compararlo con la
respuesta observada para el control negativo (Figura
24), por lo que se concluye que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones evaluadas.
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9.8 Separacion cromatografica de la sub-fraccion EM2-4

EM2-4-1
Fracciones EM2-4-2

Cromatografia en 113

columna EM2-4-3

14
EM2-4 —  fracciones Cromatografia en

(C2) columna
70

Fraccion 14 —>  fracciones —
(C3)

EM2-4-4

EM2-4-5

EM2-4-6

EM2-4-7

EM2-4-8

EM2-4-9

EM2-4-10

EM2-4-11

R AR AR AR AR AR AR

EM2-4-12

A

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

Para realizar el fraccionamiento de una de las sub-fracciones activas (EM2-4) se realizaron dos separaciones
cromatogréaficas (Esquema 6), utilizando procedimientos isocraticos basados en la adicion de eluyentes de

composicion polar.

C2: Se colectaron 13 fracciones de aproximadamente 10 mL utilizando el sistema inicial de elucion
(CHCl,/MeOH/H,0, 80:20:05), sin embargo, la cantidad de agua utilizada sobrepasé la capacidad del sistema
para formar una mezcla homogénea, como consecuencia la separacion no fue adecuada por lo que se eluyd
totalmente el extracto con un sistema MeOH/H,O (90:10). La muestra se recuperd y se realizd una tercera
separacion tomando como punto de partida la fraccion nimero 14, que corresponde al lavado de la columna

cromatogréafica con un sistema hidroalcohdlico.

C3: Se colectaron 70 fracciones de aproximadamente 10 mL utilizando un proceso de separacion isocratico
(CH2CIl2/MeOH/H0, 80:20:01), al realizar el perfil cromatografico mediante TLC (Tabla 11) se observo que a
través de la separacion cromatografica 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 cromatografico mediante TLC de las fracciones obtenidas de C3.
Fracciones C3
CH2Cl2/MeOH/H-0 (80:20:1)

14 -26 28 -42 44 - 50 54 -70
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A partir de la fraccion 54, hasta la fraccion 70, se observé el mismo comportamiento en las placas
cromatogréaficas, por lo que se decidié terminar la separacion. Se eluy6 la columna cromatografica con 100 mL
de MeOH y posteriormente con 120 mL de un sistema MeOH/H,0 (90:10). Durante la elucién con MeOH se
observo el desplazamiento de una banda de color marrén que se colecté por separado. De acuerdo a la similitud
cromatogréfica 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 fraccion EM2-C3-12 la més abundante

(19.81% m/m).
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Tabla 12. Resumen de la separacion cromatografica 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
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 48 0.72
53-70 EM2-C3-10 73 11.01
Lav. metanolico EM2-C3-11 69.2 10.44
Lav. hidroalcoholico 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 Separacion mediante cromatografia en placa preparativa (CP)

Fraccion 14

Reunion en funcion de la similitud cromatogréafica (C3)

| [ [ [ [ [ [ [ [ | | |
EM2- EM2- EM2- EM2- EM2- EM2- EM2- EM2- EM2- EM2- EM2- EM2-
4-1 4-2 4-3 4-4 4-5 4-6 4-7 4-8 4-9 4-10 | 4-11 | 412
| |

Cromatografia en placa preparativa (CP)

| | | |

CP-A CP-B CP-C CP-D CP-E CP-F

Esquema 7. Procedimiento de la separacion mediante CP.

Debido a que al realizar los perfiles cromatograficos de las fracciones obtenidas de C3, se logrd resolver
adecuadamente los metabolitos secundarios mayoritarios, se decidi6 escalar el procedimiento empleado a través
de cromatografia 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

gue sumaban el mayor rendimiento de C3.
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N\

Figura 25. a) CP revelada bajo radiacién UV-365 nm. b) CP revelada con ninhidrina, A.

Al observar la placa bajo radiacion ultravioleta de 365 nm se observaron 2 bandas que fluorescian en color azul
(Figura 25a). Tras revelar con el agente quimico ninhidrina se observaron 3 bandas adicionales a las
identificadas mediante radiacion ultravioleta (Figura 25b). Las 5 bandas més la linea de aplicacién 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 linea de aplicacion).

9.10 Caracterizacion estructural

Se eligieron muestras representativas de cada sistema para llevar a cabo la elucidacion 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 cromatografia 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 determiné que la muestra C3-7 estd 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
configuracién absoluta de los compuestos mencionados, sin embargo, debido a que en la naturaleza la
configuracion L es la disposicion espacial que adoptan los aminoacidos predominantemente,®” y a que se realiz6
una comparacién de datos espectroscépicos con dichos estereoisébmeros, se asume que los metabolitos

encontrados poseen esta configuracion.
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Figura 26. RMN de 'H (Presat) de la fraccion C3-7.
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Figura 27. RMN de **C de la fraccién C3-7.
Nota: Las sefiales 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 observO la correlacion entre las sefiales

correspondientes a los hidrogenos By B’ (3.34 ppm y 3.08 ppm) los cuales a su vez presentan correlacion con

la sefial del hidrogeno o. (3.89 ppm).

Desplazamiento quimico (ppm)

3.7 3.6 3.5 3.4 3.3
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 28. Espectro de RMN de gCOSY de la fraccion C3-7.
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A través del espectro gHSQC (Figura 29) se establecié la correlacion entre los hidrégenos observados en

gCOSY con su respectivo atomo de carbono; se determind que los hidrogenos § y B’ se encuentran unidos al

mismo atomo (37.93 ppm), es decir se trata de hidrogenos de naturaleza diasterotopica, mientras que el

hidrégeno o correlaciona para una sefial en el espectro de *3C (57.46 ppm).
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Figura 29. Espectro de RMN de gHSQC de la fraccién C3-7 (zona base de oxigeno).
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En laregion aromaética (Figura 30) se observa la correlacion de los carbonos del anillo aromatico (128.31, 130.09

y 130.59 ppm) con sus respectivos atomos de hidrégeno en la molécula, a excepcién del carbono 1 (137.13

ppm) que no muestra correlacion con ninguna sefial del espectro de *H, lo que indica que se trata de un carbono

cuaternario, es decir, el carbono ipso de la L-fenilalanina.
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Figura 30. Espectro de RMN de gHSQC de la fraccion C3-7 (zona aromatica).
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Por otro lado, en el espectro de gHMBC (Figura 31) se observaron correlaciones entre los hidrogenos B y p’
(3.34 y 3.08 ppm) con los carbonos ubicados en la zona aromaética (130.59 y 137.13 ppm), ademas de presentar
correlacién con el carbono o (57.46 ppm). También se observé una ultima serie de sefiales que no correlacionan
con ninguna sefial en el espectro de *3C, debido al desplazamiento quimico que comparten estas sefiales se puede
inferir una Gltima correlacion entre los hidrdgenos o, B y B’ con un atomo de carbono cuaternario con un

desplazamiento que coincide con el de un grupo carbonilo de un acido carboxilico (174.37 ppm).
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Figura 31. Espectro de gHMBC de la fraccién C3-7.
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A través del andlisis de los espectros de 'H, 13C, gCOSY, gHSQC y gHMBC se realiz6 la asignacion de las
sefiales para L-fenilalanina (Tabla 13); dentro de las aplicaciones terapéuticas de este producto del metabolismo
primario se encuentra el tratamiento de pacientes que padecen depresion o vitiligo, ademas de que su ingesta a

través de la dieta es imprescindible por tratarse de un aminoacido esencial.®86°

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

L-fenilalanina 3 2 1 P 0LCOOH
Fraccion: C3-7 (EM2-4) 4 mz
Disolvente: CDsOD 5
Posicion H B¢ gCosY gHMBC
a 3.89 57.46 B, B B,p’, 1,C=0
B 3.34 37.93 o, B’ a,1,2,6,C=0
[ 3.08 37.93 o, B ,1,2,6,C=0
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
Cc=0 - 174.37 - -
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9.10.1.2 L-arabinitol

Debido a que la muestra C3-7 es una mezcla de metabolitos cuyo espectro de H se encuentra especialmente
saturado en la zona de 'H base de oxigeno, se realiz6 un experimento DOSY-Oneshot (Figura 32) para
diferenciar las sefiales en éste y asociarlas a una molécula en particular, en funcion de su D. Al trazar una linea
paralela al eje horizontal que intersecta el eje vertical en 2.89x106 (unidades de difusion) se observo que la recta
hace contacto Ginicamente con cinco sefiales en esta zona del espectro, por lo que se determiné que pertenecen

al mismo compuesto quimico.
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Figura 32. Espectro de RMN de DOSY-Oneshot de la muestra C3-7 (zona base de oxigeno).
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Una vez identificadas las sefiales correspondientes para la molécula de L-arabinitol, se establecié el

desplazamiento quimico de cada una de ellas y se realiz6 su integracién (Figura 33). Al cotejar los datos

obtenidos con los descritos en la literatura,”® se comprobd la proporcién esperada para las dos sefiales externas

gue no presentan solapamiento (5 3.61 y 3.94). Con la integracion se llegé a la conclusién de que todas las

sefiales a excepcion del multiplete (6 3.64-3.69) corresponden a un nucleo de hidrégeno, 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

hidrogenos diasterotopicos, las sefiales se comportan como ndcleos independientes, de las cuales una sefial se

encuentra en 3.81 ppm, mientras que las tres restantes caen dentro del intervalo 3.64-3.69 ppm.
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Figura 33. Espectro de 'H de la fraccion C3-7 (zona base de oxigeno).
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En el analisis del espectro de gHSQC (Figura 34) se observaron las sefiales esperadas para la molécula, sin
embargo, presentaron ligeras variaciones en cuanto al desplazamiento quimico descrito,’* ya que las muestras

se analizaron en diferentes disolventes (Tabla 14).
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Figura 34. Espectro de gHSQC de la fraccién C3-7 (zona base de oxigeno).

Una vez que se determinaron las correlaciones *H-3C (1 enlace) y se realiz6 la prediccion de la multiplicidad
de cada sefal, se llevé a cabo el seguimiento de las correlaciones COSY descritas en la literatura para L-
arabinitol.” A través de esta comparacion se concluy6 que la sefial en 3.61 ppm corresponde al 4&tomo de
hidrégeno en la posicion 3, sin embargo, debido a que como ya se menciono, existen 4 sefiales de hidrogenos
diasterotopicos en la molécula con la misma conectividad, no es posible realizar su asignacion de forma
inequivoca con la informacion disponible, por lo que se lleg6 a la conclusion de que las sefiales correspondientes

a los &tomos de hidrogeno 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 *H correspondientes a sus diasterémeros (xilitol”® y

ribitol”); de esta forma se concluyé 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 bioldgicas en areas como la industria alimenticia y terapéutica.
Especificamente, L-arabinitol, tiene la capacidad de reducir la formacién de tejido adiposo y prevenir la

deposicion de grasas en el tracto digestivo; ademas de funcionar como un bioindicador en la progresién de

enfermedades como el Alzheimer.”>78

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

L-arabinitol C:)H OH
Fraccion: C3-7 (EM2-4) HOLl+5 S 5 OH
Disolvente: CD3:0D OH
Posicién 'H (D20)" 'H (experimental, CDsOD) Bc
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
] 3.83 (LH, dd) 3.81 (1H, dd, J= 11.2, 3.5 Hz)* s

3.63-3.68 (1H, m)

*/**Sefiales intercambiables entre si
Nota: m: multiplete, td: triple de dobles, dd: doble de dobles.

3.64-3.69 (1H, m)*
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9.10.2 Espectrometria de masas
En el andlisis por MS modo ESI-(+) y ESI-(-) de las fracciones representativas de las separaciones
cromatogréficas y de cromatografia preparativa antes mencionadas, se consideraron inicamente los iones cuyas

sefiales superaron el 20% de abundancia relativa en cada uno de los modos de ionizacién.

Para el caso de los iones analizados en modo ESI-(+), se observaron 14 iones diferentes (Tabla 15), cuya relacion
m/z oscila entre 129.0040 y 575.4136. De estas sefiales se establecio 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 est4 identificado
como el compuesto erucamida,’” un contaminante proveniente del polietileno del material de laboratorio. Por
otro lado, también se observo el ion 175.0579, el cual es producto de la formacién de un aducto con agua del

i6n original 157.0357.

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

Muestra lones observados (m/z)
[M+H T 129.0040, 157.0357, 203.0536, ,338.3419
C3-6 [M+ Na]*
[M+H.0] * 175.0579
[M+HT 129.0040, 157.0360
o7 [M+H0]* 175.0584
C3-11 [M+HT 129.0039, 157.0360, , 305.1354, 365.1060, 437.1943
[M+HT 157.0358, 338.3422, 399.2513,487.3609, 575.4136
CP-D TN
CP-F [M+HT 338.2423, 399.2515
[M+ Na]* ,
[M+HT] 338.3421, 399.2516
PG [M+Na]*

Por otro lado, en el caso del analisis en modo ESI-(-) se observaron 18 iones diferentes, cuya relacién m/z oscila
entre 115.9316 y 555.2844 (Tabla 16). El ion 336.3272 es el analogo del ion contaminante 338.3419 identificado

en ESI-(+), y se encuentra en cuatro de las seis muestras analizadas.

Licenciatura en Ciencias Quimicas, 2019



Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec.

Tabla 16. lones observados mediante ESI-(-) en las muestras representativas (> 20% abundancia relativa).

Muestra lones observados (m/z)
C3-6 [M-HT 115.9316, 134.8959, 151.0626, 154.0727, 164.0727, , 283.2648, 555.2841
C3-7 [M-HT 151.0626, 164.0727, 336.3272, 555.2835
C3-11 [M-HT 149.0468, 163.0417, 341.1066, 377.0855
CP-D [M-HT 209.9509, , 283.2653, 291.2009, 336.3272
CP-F [M-HT , 283.2653, 291.2009, 317.0555, 336.3275, 555.2842
CP-G [M-HT , 281.2498, 283.2653, 291.2010, 305.2161, 336.3275, 555.2844

Mediante este segundo andlisis se confirmé la presencia de los compuestos L-fenilalanina (m/z=164.0727,
CoH1:NO2)™ y L-arabinitol (m/z=151.0626, CsH120s)™ en las fracciones C3-6 y C3-7 (Figuras 35y 36). En la
fraccién C3-7 se observo uno de los iones provenientes de la fragmentacion 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-NH,]).”®
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Figura 35. Espectro de ESI-(-)-MS de la fraccién C3-6 (ventana espectral; 100-200 Da).
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Figura 36. Espectro de ESI-(-)-MS de la fraccién C3-7 (ventana espectral: 100-200 Da).

Se asume que las sefiales observadas en ambos modos de ionizacion corresponden a metabolitos producidos por
la especie vegetal, a excepcion de las sefiales identificadas como contaminantes provenientes de la manipulacién
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 proporcién muy baja, solo se lograron elucidar las estructuras

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

9.11 Evaluacion de la actividad citotoxica sinérgica EM2-4 + parasporinas

Al realizar la evaluacion de la actividad citotoxica de la sub-fraccion EM2-4 (concentraciones: 0.125, 0.250,
0.50 y 1.00 mg/mL) en combinacién con las parasporinas AX2 y A34 (concentracion constante=1 mg/mL), se
observo que en ambos casos se presentd un ligero aumento de la actividad en comparacion con el efecto que
presentd la sub-fraccion de manera individual (Figura 37), sin embargo, el porcentaje de inhibicion no es

significativo como para ser considerado como efecto sinérgico (inhibicion del crecimiento celular < 5%).
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3) Actividad citotéxica EM2-4 + AX2
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b) Actividad citotoxica EM2-4 + A34
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Figura 37. Evaluacion de la actividad citotoxica sinérgica EM2-4 + parasporinas.
Nota: Los resultados son expresados como la media de los datos obtenidos. EI 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
permanecid el extracto almacenado, b) posibles interacciones entre los metabolitos secundarios presentes en el
extracto y las proteinas, que inhiban su efecto citotoxico, y ademas, ¢) pérdida de la actividad citotoxica de las
parasporinas; es necesario realizar la cuantificacién del contenido de proteinas en la muestra utilizada, ya que
se sabe que las parasporinas AX2 y A34 presentan una disminucion de la proliferacion celular considerable al

ser evaluados de manera individual (88.94% y 99.30% respectivamente, a 1 mg/mL);*® éste efecto no fue
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observado en el control empleado, el cual consistié en el medio de cultivo mas las proteinas AX2 y A34 a dicha
concentracion. Sin embargo, para comprobar estas hipétesis se deben realizar estudios complementarios,

ademas de evaluar el efecto de otras variables del sistema como la proporcion sub-fraccion activa/parasporina.

10 CONCLUSIONES
En este estudio se determind que la especie T. pallida presenta actividad citotoxica al ser evaluada en la linea
celular de cancer 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 evaluacion de la actividad citotoxica (ensayo MTT) de 5 extractos de polaridad ascendente de la especie
Tradescantia pallida, se establecié que la fraccién 2 del extracto metandlico (MeOH 2) present6 la mayor
disminucion en la actividad celular en la linea MCF-7 (cancer de mama), con un porcentaje de inhibicion del
crecimiento del 37.94% (concentracion=1 mg/mL). Después de fraccionar el extracto mas activo mediante
diferentes técnicas cromatograficas, se asocid la actividad biolégica a 2 sub-fracciones de menor complejidad
(EM2-3 y EM2-4), las cuales presentaron una inhibicién del crecimiento celular de 26.6% y 23.4% (1 mg/mL),
respectivamente; este porcentaje se incrementd hasta ~55% en ambos casos al duplicar la dosis empleada (2

mg/mL).

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

fracciones C3-6 y C3-7 (provenientes de la separacion cromatografica de la sub-fraccion EM2-4).

Después de evaluar la actividad bioldgica de una de las sub-fracciones activas en combinacion con las
parasporinas AX2 y A34 se observo un ligero incremento de la actividad citotdxica con respecto a los efectos
individuales, sin embargo, el porcentaje de inhibicion no fue significativo para ser considerado como un efecto

sinérgico.
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