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OBJETIVOS

General

Identificar los compuestos responsables de la actividad antiproliferativa de

Aloysia sonorensis.

Particulares

e Obtener la fraccion hexanica y acetato de etilo de Aloysia sonorensis y

validar la actividad antiproliferativa sobre la linea celular M12.AX.C3F®6.

e Fraccionar por cromatografia en columna las fracciones de Aloysia

sonorensis y evaluar la actividad antiproliferativa de las subfracciones.

e Separar los compuestos presentes en las subfracciones activas por medio

de técnicas cromatograficas.

e Determinar la estructura de los compuestos activos por medio de

espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear.

Xi



RESUMEN

En la actualidad el cancer se sitia como una de las principales enfermedades a
nivel mundial causando miles de muertes cada afio. EI numero de defunciones
por esta enfermedad se ha incremento con respecto a otros afos, causando
una alarma a nivel mundial e incrementado el interés por encontrar nuevas
fuentes para la elaboracion de farmacos anticancerigenos que ayuden a frenar
esta enfermedad. Histéricamente, las plantas han sido la principal fuente para el
descubrimiento de nuevos compuestos con capacidad anticancerigena. Aloysia
sonorensis es una planta perteneciente a la familia Verbenaceae, que se
encuentra en el Estado de Sonora y que ha demostradoncapacidad
antiproliferativa. En el presente estudio se llevo a cabo la identificacion de los
compuestos responsables de la actividad antiproliferativa de Aloysia sonorensis.
A través de un fraccionamiento biodirigido de las fracciones de hexano y
acetato de etilo de A. sonorensis se obtuvieron tres fracciones principales con
una actividad antiproliferativa importante: FH12-4, FH12-5 y FAc-1, de las
cuales FH12-4 demostré una actividad selectiva contra la linea celular RAW con
una ICsp de 6.91 ug/mL, la FH12-5 mostré la mayor actividad sobre las
diferentes lineas celulares RAW, M12.AX.C3F6 y HelLa con una IC5y de 2.1, 5.4
y 6.6 ug/mL respectivamente, y en esta fraccion se identificaron de manera
presuntiva la presencia de los compuestos 1,8 cineol y citral. Por ultimo la FAc-
1 presentd una importante actividad sobre las lineas RAW, M12.A*.C3F6 con
una ICso de 9.4, 8.9 pg/mL, respectivamente. Dentro de las fracciones de
acetato de etilo se identifico la piperitenona, un compuesto monoterpeno que no
a sido reportado dentro del género Aloysia. Estos resultados indican que los
compuestos responsables de la actividad antiproliferativa de Aloysia sonorensis
son del tipo terpeno y que pueden ser potenciales candidatos para la

elaboracién de farmacos anticancerigenos.
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INTRODUCCION

El cancer es uno de los padecimientos mas importantes a nivel mundial y una
de las principales causas de mortalidad en nifios y adultos. Este constituye un
grupo de enfermedades crénico degenerativas provocadas por factores
genéticos heredados o externos. Algunos de los principales factores externos
que pueden llevar al desarrollo de cancer son el consumo de tabaco, la
obesidad, el consumo de alcohol, la presencia de enfermedades de transmision
sexual como el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del papiloma
humano (VPH) (INEGI, 2011).

El cancer se define como un proceso descontrolado en el crecimiento y
diseminacion de células que puede aparecer practicamente en cualquier lugar
del cuerpo, pudiendo invadir el tejido circundante y provocar metastasis en
puntos distantes del lugar de origen (OMS, 2000). Las células cancerosas
presentan mutaciones que inducen inestabilidad gendmica, y por lo tanto,
aceleran la tasa de mutaciones del genoma. Algunas de estas mutaciones
afectan a genes que codifican para componentes de los mecanismos de control
del ciclo celular, asi como la fidelidad e integridad de los sistemas de replicacion
y reparacion del ADN (Quezada, 2007; Peralta y col., 1997).

Estas caracteristicas convierten al cancer en un padecimiento muy agresivo
y mortal si no se detecta en sus etapas tempranas y se tiene un tratamiento
adecuado. Los medicamentos utilizados y las terapias de radiacion no son cien
por ciento efectivos, representan un alto costo econémico y producen diversos
efectos secundarios que danan al paciente tanto fisica como emocionalmente.
Por esta razén, es necesaria la busqueda constante de métodos alternativos
que no produzcan estos efectos secundarios (Acosta, 2004).

En los ultimos afos, los productos naturales han jugado un papel muy
importante en el descubrimiento y desarrollo de nuevas drogas, las cuales son

utiizadas en wuna gran diversidad de enfermedades como infecciones



bacterianas y fungicas, diabetes, dislipidemia, enfermedades genéticas y cancer
(Abhishek y col, 2011).

Las plantas son una atractiva fuente para el descubriendo de nuevos
candidatos terapéuticos debido a que contienen compuestos con una gran
diversidad quimica, los cuales pueden ser potenciales agentes anti-tumorales y
anticancerigenos, como la vinblastina y la vincristina, compuestos de tipo
alcaloide. En la actualidad alrededor del 60% de los farmacos utilizados en el
tratamiento del cancer tienen un origen natural (Abhishek y col, 2011).

En Sonora, se encuentran una gran variedad de especies de plantas que
son utilizadas en la medicina herbolaria debido a sus propiedades curativas.
Dentro de estas especies encontramos a Aloysia sonorensis, también llamada
“Mariola”, en la que recientemente se encontré que contiene compuestos
anticancerigenos los cuales podrian ser candidatos para la obtencion de nuevos
farmacos. En el presente estudio, se llevd a cabo la identificacion de los
compuestos anticancerigenos de Aloysia sonorensis, a través de ensayos

biodirigidos.



ANTECEDENTES

Estadisticas del Cancer

En el ano 2008 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) registr6é 7.6 millones
de muertes por causa de algun tipo de cancer representado el 13% de las
defunciones a nivel mundial. Estas defunciones se debieron principalmente al
cancer de pulmon (primer lugar entre los hombres), estdmago, higado, colon y
mama (primer lugar entre las mujeres). De acuerdo con la estimacion de la
OMS se prevé un aumento de 11.5 millones de muertes para el 2030 (INEGI,
2010).

En México, en el 2008 se registraron un total de 539,535 muertes de las
cuales el 52,702 fueron causadas por algun tipo de cancer y en el 2009 y 2010
se registraron 53,376 y 54,522 muertes respectivamente, indicando un aumento
del numero de muertes por cancer considerando afios anteriores al 2008
(INEGI, 2011; Sinais, 2012). Entre los principales tipos de cancer en México que
afectan a las mujeres estan el cancer de mama con un 13.4% de los casos
seguido por el cancer de cuello de utero (11.2%) y el cancer de higado (7.5%),
y para el hombre el principal es el cancer de prostata con 14.8% de los casos
seguido por el cancer de pulmén (12.8%) y por el cancer de estdmago (8.5%).
En general, este padecimiento representa la tercera causa de muerte en
mujeres y la cuarta en hombres (INEGI, 2011).

Estas cifras son realmente alarmantes y continlan en un aumento
constante, por tal motivo es necesaria la busqueda de nuevos farmacos que
ayuden a detener el avance de esta enfermedad. La utilizacion de plantas en
los tratamientos contra el cancer ha sido ampliamente aceptada dentro de la
poblacidon en general y actualmente el 79% de la poblacion mundial recurre a
estas practicas tradicionales. Gracias a esto, las plantas se han considerado a
través de la historia como una fuente potencial de antineoplasicos (Arrebola,
2003).



Caracteristicas Generales de Aloysia sonorensis

El Estado de Sonora posee una de las floras mas abundantes del noroeste de
México, lo cual hace mas probable encontrar plantas que posean una actividad
biologica. En diversas regiones del Estado, se han encontrado distintas
especies de plantas con actividad antiproliferativa, entre éstas, Aloysia
sonorensis (familia Verbenaceae) (Morales, 2010).

Aloysia sonorensis, es un arbusto denso, con hojas opuestas y en racimos,
un tallo gris, con frutos de 1 a 2 cm de largo y flores amarillas, se le encuentra
en cualquier temporada del afio (fig. 1). Las especies del género de Aloysia son
utilizadas popularmente como tratamiento para el resfriado, la fiebre, los dolores
de estbmago y como sedante ligero (Yetman y Devender, 2002).

Los estudios de este género han sido pocos, sin embargo, se han podido
identificar los grupos de compuestos que prevalecen en las distintas especies
de Aloysia, entre los que se encuentran monoterpenos monociclicos y
diciclicos, diterpenos kaurenos, sesquiterpenos, compuestos polifendlicos como
flavonoides y feniletanoides (Da Silva y col., 2006; De Oliveira y col., 2005).

Los estudios que se han realizado sobre el género de Aloysia han
determinado que diversas especies del mismo, poseen distintas actividades
biolégicas como antigenotoxicas, antibacteriales, antifungicas, antioxidantes vy
antiproliferativas.

Zamorano Yy col. (2006), demostraron el efecto antigenotdéxico de Aloysia
triphylla contra el dano al DNA inducido por acrilamida. Observaron que en
ratones pre-tratados con una infusion de A. triphylla se reduce significativamente
la capacidad de la acrilamida de producir danos genéticos. Ademas, en el
plasma de los ratones tratados con la infusion se encontré una alta
concentracion de antioxidantes, lo que sugirid una acciéon quimio protectora

(Zamorano y col., 2006).



A)

B)

Figura 1. Aloysia sonorensis, perteneciente a la familia Verbenaceae. (A)
Espécimen del herbario de la Universidad de Sonora. (B)
Arbusto silvestre, (DICTUS).



Por otro lado, Ibarrola y col. (2005), observaron los efectos ansioliticos de
Aloysia polystachya en ratones, describiéndolos como efectos tranquilizantes
parecidos a los farmacos ansioliticos. Sin embargo, esta especie no induce
efectos anestésicos (Ibarrola y col., 2005).

En otro estudio, Oliva y col. (2007), evaluaron la citotoxicidad de algunos
aceites esenciales de las especies Aloysia. polystachia y Aloysia. triphylla,
sobre larvas de Artemia salina. Sus resultados demostraron que ninguna de
estas especies son citotdxicas, mostrando una LCsy de 6450 pg/mL para A.
polystachia y una LCsy de 1,250 pg/mL para A. triphylla (Oliva y col., 2007).

Hister y col. (2009), estudiaron el efecto antiproliferativo de la infusion y de
los aceites esenciales de las hojas de Aloysia gratissima sobre células de Allium
cepa. Los resultados mostraron una inhibicion del ciclo celular, por lo que
sugieren su uso potencial para la busqueda de compuestos antimitoticos (Hister
y col., 2009).

En el 2010, se analizé la actividad antibacteriana y antiedematogénica de
Aloysia gratissima y Aloysia virgata. Se encontré que la fraccion cloroformica
obtenida a partir del extracto etandlico de A. virgata, tiene actividad sobre E. coli
y S. aureus. Al evaluar la actividad antiedematogénica, determinaron que el
extracto etandlico y la fraccibn metandlica de ambas plantas, tenian la
capacidad de reducir un edema producido por un agente irritante hasta en un
25% (Vandresen y col., 2010).

Recientemente, se determind que los compuestos responsables de la
actividad antiproliferativa del extracto metandlico crudo de A. sonorensis se
encuentran en sus fracciones menos polares, fraccidon hexanica y acetato de
etilo (Morales, 2010; Morales 2011). Por lo anterior, es de gran interés
identificar y caracterizar los compuestos responsables de la actividad
antiproliferativa presentes en las fracciones menos polares del extracto

metandlico de Aloysia sonorensis.



MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y Procesamiento de la Planta

Se recolecto la planta de Aloysia sonorensis en el ejido Francisco Villa en el
municipio de Guaymas, Sonora, con las coordenadas: N 28°, 06.9331 W 111°
04.3621. La autentificacion de la planta se realizdé por el Ing. Jesus Sanchez
Escalante, taxdnomo de la Universidad de Sonora, con el numero de colecta
04-018 y almacenada sin numero de catalogo en el herbario de la Universidad

de Sonora.

Obtencion del Extracto Metanélico Crudo

La planta colectada se dejo secar a temperatura ambiente durante un periodo
de 15 dias y posteriormente se pulverizé. La planta molida se colocé en un
recipiente de vidrio y se le adiciond metanol como disolvente, en relacion 1:10
(peso/volumen) y se mantuvo por 10 dias con agitacion periddica.
Posteriormente, se realizé la filtracion de la planta utilizando papel filtro
Whatman. El liquido obtenido se concentré hasta sequedad en un rotavapor a
presion reducida (-30 a -40 KPa), a temperatura constante de 48 °C y con una
rotacion de 80-85 rpm, obteniendo de esta manera el extracto metandlico crudo
(Morales, 2010).

Obtencion de la Fraccion Hexanica y Acetato de Etilo

El fraccionamiento se inicid con la adicion de hexano al extracto metandlico en
relacion 1:40 (p:v). Se dejé en agitacion constante durante 24 h, después de
este periodo se dejo reposar la mezcla por 2 h. La parte no disuelta se separd
por decantacion y el liquido se filtr6 con papel Whatman 4. Este proceso se
repitié hasta que el disolvente se observo incoloro. Posteriormente, se agrego el

solvente acetato de etilo y se repiti6 el mismo proceso. Las soluciones se



concentraron en un evaporador rotatorio en las condiciones antes mencionadas
(Morales, 2011).

Fraccionamiento por Cromatografia

El fraccionamiento de la fraccion de hexano se realiz6 mediante cromatografia
en columna gravitacional con silica gel de 200-400 mesh en una columna de 30
cm de alto y 5 cm de ancho en la cual se agregd 4 g de muestra (proporcion
1:30, muestra:silica). A ésta se le realizé un barrido utilizando los sistemas:
hexano al 100%, hexano:acetato de etilo en distintas proporciones (95:5, 9:1,
7:3, 1:1), acetato de etilo al 100%, acetato de etilo:metanol en distintas
proporciones (95:5, 9:1, 7:3, 1:1), finalizando con metanol al 100%, el cambio
de fase mévil se monitorizé por TLC. Las eluciones se colectaron en volumenes
de 250 mL (anexo 1)

Para el fraccionamiento de las muestras FH12, FH22 y acetato de etilo se
realizd la cromatografia en columna a baja presién utilizando silica gel de 230 —
400 mesh en una columna de 24 cm de alto por 1.1 cm de ancho para FH12 y
otra de 21 cm de alto por 2 cm de ancho para FH22 y la fraccién de acetato de
etilo. Se utilizaron los sistemas hexano/acetato de etilo en distintas
proporciones (9:1, 7:3, 1:1), acetato de etilo 100% y metanol 100%, el cambio
de fase moévil se monitorizé por TLC. Las eluciones se colectaron en volumenes
de 15 mL (anexo 2y 3)

Las muestras agregadas se mantuvieron por debajo del 3% de la columna

para evitar la saturacion.

Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Se utilizaron cromatofolios de silica gel 60 (0.20 mm) F254 (Alltech) con 6 cm
de altura y 4 cm de ancho, la fase movil dependié del sistema que se estaba

corriendo en la columna cromatogréfica. La revelacion de los TLC se llevd a



cabo mediante una lampara de UV (Spectroline CM-10) con una longitud de

onda corta (254 nm) y larga (365 nm).

Elucidacion Estructural

La elucidacion de los compuestos obtenidos de las sub-fracciones se realizd por
resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y "*C en una y dos dimensiones,
utilizando un espectrometro Bruker modelo Avance 400 (Departamento de
polimeros de la Universidad de Sonora) y Avance DPX (Departamento de
quimica analitica de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn) que operan a
400 MHz, como referencia interna se utilizé tetrametilsilano y como disolvente

cloroformo deuterado.

Lineas Celulares

Se utilizaron las lineas celulares cancerosas, M12.A*.C3F6 (linfoma de células
B murino) y RAW (macréfagos transformados por el virus de la leucemia de
Abelson) donadas por el Dr. Emil R. Unanue (Departamento de patologia e
inmunologia de la Universidad de Washington, St. Louis, Mo, USA); HelLa
(carcinoma cervical humano) y la linea celular normal L-929 (tejido subcutaneo
normal de ratén) las cuales proporcionadas por el Dr. Carlos Velasquez
Contreras (Laboratorio de inmunologia de la Universidad de Sonora). Los
cultivos se mantuvieron en Medio Eagle Modificado de Dulbeco (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino al 5% y en una incubadora Isoterm
(Fischer Scientific, USA) a 37 °C, 5% de CO;, y con una humedad relativa de
80-90%.

Evaluacién de la Actividad Antiproliferativa

Para evaluar el efecto antiproliferativo se realizaron ensayos de viabilidad

celular, utilizando el método del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-



difenil tetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983). Iniciando con un cultivo en fase de
crecimiento logaritmico, se obtuvo una suspensién celular de 200,000
células/mL. Posteriormente, se colocaron 50 pL (10,000 células/pozo) de la
suspension celular en una placa de 96 pozos de fondo plano y se incubd por un
periodo de 24 h para su adherencia. Después, se les adicion6 el estimulo a
evaluar a diferentes concentraciones y se utilizé dimetil sulfoxido (DMSO) como
control de solvente. La placa se incubd por un periodo de 48 h. Durante ese
periodo se observo el efecto del estimulo sobre la morfologia celular mediante
un microscopio invertido (Nikon, eclipse). Transcurridas las 48 h, se afiadieron
10 uL de MTT a cada pozo y se incubd por un periodo de 4 h. Posteriormente,
se agregaron 100 uL de isopropanol acidico y se dejo reposar por diez minutos.
Finalmente, se leyo la absorbancia de la solucion a 570 nm y 655 nm en un
lector de ELISA.

Analisis Estadistico

Se realizd el analisis estadistico de los datos obtenidos de cada una de las
muestras utilizando la prueba de Tukey de comparacion de promedios, con un
nivel de significancia de 0.05 en el programa estadistico SPSS 18.

La determinacion de la ICsy se realizd con el programa Microsoft Excel
2010.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y Fraccionamiento

A partir de 1.5 kg de planta se realizé la extraccion con metanol de los
compuestos presentes en A. sonorensis. Una vez procesada la muestra se
obtuvieron 96 g de un material con consistencia resinosa de color verde-oscuro
(extracto metandlico), una vez seco el extracto se sometio al fraccionamiento
solido-liquido con los solventes de hexano y acetato de etilo, obteniendo 7.8 g
de un material ceroso de color verde y 2.0 g de una resina de color café-
verdoso, respectivamente.

Las fracciones de hexano y acetato de etilo mostraron una actividad
antiproliferativa similar a lo reportado anteriormente sobre la linea celular
M12.A*.C3F6 (Morales, 2011)

La fraccion hexanica (FH) se someti6 a una cromatografia en columna
gravitacional, de donde se obtuvieron 27 fracciones diferentes. De éstas se
seleccionaron dos fracciones para la separacion de sus compuestos por
cromatografia en columna de silica a baja presion, la FH12 y FH22. Estas dos
fracciones se seleccionaron debido a su actividad antiproliferativa (fig. 2) y a su
diferente naturaleza; donde la FH12 es una fraccidon de baja polaridad y la FH22
de alta polaridad. Estas propiedades nos indican que ambas fracciones pueden
contener compuestos diferentes con importante actividad biolégica.

Primeramente se llevé a cabo el fraccionamiento de FH22 y se obtuvieron
10 fracciones diferentes, y de la fraccién FH12 se obtuvieron 8 fracciones.

La fraccién acetato de etilo se sometié a un tratamiento con carbon activado
para eliminar las clorofilas. A partir de la muestra sin clorofilas, se fraccionaron
200 mg en columna de silica gel (dimensiones: 24 x 1.1 cm) a baja presion y se

obtuvieron 6 subfracciones.
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El tratamiento con carbén es utilizado ampliamente para la retencién o
separacion de ciertos compuestos o0 iones y se basa en la interaccion del
carbén activado con aquellos compuestos que mantiene una determinada carga
eléctrica que hace que sean adsorbidos por las moléculas de carbon.

Una vez aislados los compuestos de las diferentes fracciones de hexano y
acetato de etilo, se llevd a cabo el analisis del perfil de actividad de cada uno de
esos compuestos asi como su evaluacién sobre las diferentes lineas celulares,

las cuales se mostraran mas adelante.

Perfil de Actividad de las Fracciones con Actividad Antiproliferativa

Las 27 fracciones obtenidas de la fraccién hexanica se evaluaron sobre la linea
celular M12.A*.C3F6, a una concentracion de 12.5 pg/mL, para determinar las
fracciones activas, ya que practicamente todas las fracciones mostraron
actividades a las concentraciones de 50 y 100 ug/mL (datos no mostrados). Los
resultados del perfil de actividad antiproliferativa indicaron que las fracciones
FH11, FH12, FH13, FH14, FH21 y FH22, fueron las mas activas (fig. 2).

Las fracciones de FH12, FH22 y acetato de etilo se sometieron de igual
modo a un perfil de actividad sobre las diferentes lineas celulares a evaluar y se
tomaron en cuenta sélo aquellas que mostraron actividad a 12.5 yg/mL sobre
cada linea celular en particular. De las 8 fracciones de la FH12, sélo se
probaron las fracciones FH12-1, FH12-2, FH12-4, FH12-5 y FH12-8. Las otras
fracciones no se probaron debido a la cantidad insuficiente de muestra para
realizar una evaluacion. De las 10 fracciones de FH22 sélo se probaron la
fraccion FH22-1 a la FH22-9, y de acetato de etilo se probaron las 6 fracciones,
analizando de esta forma un total de 20 muestras distintas.

La primera linea celular para el andlisis fue la M12.A*.C3F6, en donde los
resultados demostraron que las fracciones activas fueron para la FH12; la
FH12-5 (fig. 3A), de la FH22; la FH22-3 (fig. 3B) y de las fracciones de acetato
de etilo la FAc-1 (fig. 3C). En la linea celular RAW las fracciones activas fueron
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Figura 3. Perfil de actividad de las subfracciones de FH12, FH22 y acetato de
etilo sobre la linea celular M12.A*.C3F6. La concentracién de cada
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las fracciones FH12-4 y FH12-5 (fig. 4A) y FH22-3, FH22-4, FH22-5, FH22-6 y
FH22-7 (fig. 4B) y de las fracciones de acetato de etilo sélo la FAc-1 fue la
activa (fig. 4C). Por ultimo se llevo a cabo el andlisis sobre la linea celular HelLa,
en donde las fracciones activas para la FH12 sélo fue la FH12-5 (fig. 5A); de la
FH22, la FH22-4, FH22-5 y la FH22-7 (fig. 5B); de las fracciones de acetato de
etilo ninguna salié activa para esta linea celular, sin embargo se sometio a
evaluacion la FAc-1 (fig. 5C), para observar el comportamiento entre
concentraciones.

Este estudio nos permiti6 de manera rapida y precisa, identificar y
seleccionar las muestras activas sobre cada linea celular y de esta forma se
realizé un analisis mas concreto y completo.

Los resultados reflejan las diferencias entre lineas celulares y cémo algunas
son mas sensibles que otras. En este estudio la linea celular RAW resultd
afectada por 8 fracciones distintas, de éstas so6lo algunas mostraron ser activas

sobre las otras lineas celulares y en algunos casos en mayor grado.

Evaluacién de la Actividad Antiproliferativa Sobre la Linea Celular
Cancerosa RAW

La evaluacion de la actividad antiproliferativa se realizé primeramente sobre una
linea celular cancerosa, RAW. Los resultados de la evaluacion de la actividad
antiproliferativa de las fracciones FH11, FH12, FH13, FH14 y FH21 mostraron
que la fraccion FH12 tiene la mayor actividad sobre esta linea celular con una
ICs50 de 2.84 ug/mL, y a la fraccion FH22 con la menor actividad en esta linea
con una ICsp > 12.5 pg/mL (Tabla I).

El analisis estadistico sobre los valores de ICsy, muestra que las fracciones
FH11 - FH13 y FH13 — FH14 son similares entre si (p>0.05) (Tabla I). Por otro
lado, la actividad de las fracciones FH12, FH21 y FH22 son estadisticamente
diferentes (p<0.05) (Tabla I).
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Figura 4. Perfil de actividad de las subfracciones FH12, FH22 y acetato de etilo
sobre la linea celular RAW. La concentracion de cada una de las
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de FH22; C) Fracciones de acetato de etilo. En el eje de las X se
muestra enumerada cada una de las fracciones y marcado con 0 el

control de DMSQO. En el eje de las Y el porcentaje de viabilidad celular.

16



A)

[
(=]

8
— 125
]
=2 100
@
[&]
T 79
[2]
o
= 504
Lo
[
S 259
0
0 1 2 4 5 8
Fraccion
~. 150
8
125
]
2 100
4
[&]
o 75
[v]
=
= 504
=)
[+
S 254
0
01 2 3 4 5 6 7 8 9
Fraccion
. 150
8
— 125
]
= 100
@
(5]
T 799
3]
=
= 504
=]
]
S 25
0

Fraccion
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En las observaciones al microscopio encontramos que las diferentes
fracciones inducen cambios morfolégicos similares con un impacto dependiente
de su concentracion y actividad, el cual es mas marcado a las 48 horas de la
aplicacion del estimulo. De forma general, los cambios producidos por estas
fracciones en las primeras 24 horas son la formacion de una gran cantidad de
vesiculas en las células, algunas de éstas muestran vesiculas pequefias como
granulos y otras presentan una vacuolizacién. Ademas, se pueden ver células
que presentan ampollas de diferentes tamafos (células con la membrana
hinchada y transparente como una burbuja de jabdn) y algunas otras que se
encuentran rodeadas de cuerpos apoptéticos. A las 48 h se presentan una
cantidad mayor de células con las morfologias antes descritas, asi como
también restos de células que se encuentran aglomerados, o ceélulas con un
tamafno reducido lleno de granulos. También se encuentra una pequefia
cantidad de detrito celular, que corresponden a restos de células muertas (fig.
6).

Los cambios anteriormente descritos, son caracteristicas generales que se
presentan en la apoptosis tales como la formacion de vesiculas y ampollas
(Lizarbe, 2007). Sin embargo, estas caracteristicas no son exclusivas de la
apoptosis, sino que también pueden presentarse en la necrosis. Teniendo en
cuenta soOlo estas caracteristicas seria imposible determinar cual de los dos
pudiera ser el mecanismo de accion. Se han descrito otras caracteristicas que
pueden ayudar a elucidar el mecanismo principal como lo son la formacién de
vacuolas en las células que son indicativos de necrosis (Kumar, Abbas, Fausto,
2005) y la presencia de cuerpos apoptoticos, la cual como su nombre lo indica
son propios del proceso de apoptosis. En este caso se presentan ambas
caracteristicas, esto puede deberse a la variedad de compuestos que todavia
contienen estas fracciones y algunas de éstas pueden estar induciendo una de
las dos acciones, necrosis o apoptosis.
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Figura 6. Efecto de las fracciones de hexano sobre la linea celular RAW. Las
observaciones se llevaron a cabo a las 24 h, con un microscopio
invertido y con un objetivo de 40x. A) Microfotografia de FH12 a 12.5
pg/mL; B) Microfotografia de FH21 12.5 pg/mL.
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Se llevd a cabo la evaluacion antiproliferativa del subfraccionamiento de
FH12 y FH22 asi como las de las fracciones de acetato de etilo. En la
evaluacion de las fracciones de FH22, las que mostraron una mayor actividad
fueron la FH22-3 con una ICsy de 7.27 pg/mL, seguido de FH22-7 con una ICsg
de 12.36 pyg/mL y la FH22-5 con una ICsy de 12.68 pug/mL, las otras fracciones
mostraron una ICsp > 12.5 ug/mL (fig. 7). De éstas, la FH22-3 destaca con la
mayor actividad, en donde a 12.5 pg/mL, inhibe el 95% de la proliferacién
celular, mientras que las otras fracciones activas solo inhiben el 50% (fig. 7)

El analisis estadistico indicé que las subfracciones FH22-3, FH22-5 y FH22-
7, presentan una actividad estadisticamente significativa hasta la concentracion
de 6.25 ug/mL, en comparacion al control de DMSO y la FH22-4 y FH22-6
hasta la concentracion de 3.125 ug/mL (fig. 7).

En las observaciones al microscopio a las 24 h, no resaltan caracteristicas
particulares para estas fracciones. Todas mostraron cambios similares, como la
aparicion de vesiculas, vacuolizacion y cuerpos apoptoticos, principalmente,
indicando la presencia de apoptosis y necrosis (fig. 8).

La evaluacion de las subfracciones de FH12, muestran una mayor
actividad, siendo la mas activa la FH12-5 con una I1Csy de 2.1 pyg/mL, mientras
que la subfraccion FH12-4 muestra una ICsy de 6.91 ug/mL (fig. 7).

El analisis estadistico indica que las subfracciones de FH12 en todas sus
concentraciones son diferentes estadisticamente al control de DMSO (p<0.05)
(fig. 7).

En las observaciones al microscopio a las 24 h estas subfracciones
indujeron cambios similares a las subfracciones de la FH22, pero con mayor
potencia. Sin embargo, las subfracciones FH12-5 y FH12-4 no mostraron
sefales de vacuolizacion pero si la presencia de ampollas, por lo que podria
decirse que éstas contienen compuestos con un efecto inductor de apoptosis

sobre esta linea celular (fig. 8).
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Figura 7. Actividad antiproliferativa de las subfracciones de FH22, FH12 y
acetato de etilo sobre la linea celular RAW. En la parte superior
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misma letra son estadisticamente iguales (p>0.05).
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Figura 8. Efecto de las subfracciones de FH12, FH22 y acetato de etilo sobre la
linea celular RAW. Las observaciones se realizaron a las 24 h, con un
microscopio invertido y con un objetivo de 40x. A) Microfotografia de
FH12-5 a 12.5 pg/mL; B) Microfotografia de FH22-7 a 12.5 pg/mL; C)
Microfotografia de FAc-1 a 12.5 pg/mL.

23



Por ultimo, la fraccién de acetato de etilo, la FAc-1, mostré tener la actividad
mas importante de estas fracciones. La FAc-1 mostro tener una gran actividad
dosis-dependiente con una ICsg de 9.42 pg/mL (fig. 7).

El analisis estadistico muestra que la actividad de FAc-1 es significativa
hasta una concentracion de 3.12 ug/mL, a partir de la concentracion de 1.56
pMg/mL no existe diferencia significativa con el control de DMSO (p>0.05) (fig. 7).

En las observaciones al microscopio a las 24 h se encontr6 que FAc-1,
indujo la formacioén de una gran cantidad de vesiculas muy prominentes sobre
todas las células ya sea adheridas o en suspension, siendo ésta la principal
caracteristica que se presenta sobre esta linea celular (fig. 8). La formacién de
vesiculas sélo es indicativo de un efecto sobre la célula, sin embargo, no
proporciona la informacion suficiente para evidenciar un mecanismo de accion.

El efecto de los compuestos es mas evidente en la linea celular RAW
debido a su alta sensibilidad. En esta evaluacion se demostré cuantas
fracciones cuentan con una cierta actividad antiproliferativa. Sin embargo, en
algunos casos no se presentd actividad dentro de las concentraciones
utilizadas, pero es necesario resaltar que estas muestras continuan siendo
mezclas de compuestos. La obtencion de estos compuestos con un grado
mayor de pureza podria proporcionar una actividad superior a la mostrada.
Como en el caso de Nagao y col. (2002), quienes al evaluar la actividad
antiproliferativa de Lantana montevidensis, una especie de la familia
Verbenaceae, encontraron que a partir del extracto metandlico obtuvieron
fracciones que presentaron actividades por debajo de 3 pg/mL contra la linea
celular HeLa. En estas fracciones se identificaron como compuestos de tipo
flavonas (Nagao y col. 2002).

Por otro lado, el Instituto Nacional del Cancer (NCI) en Estados Unidos
indica que para que un compuesto sea considerado como candidato para la
produccion de farmacos anti-cancer, es necesario que mantenga una ICs

menor o igual a 4 pg/mL. La FH22-3, FH12-4 y FAc-1 presentaron una
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excelente actividad sobre esta linea celular, pero la FH12-5 destaca como el
candidato principal para la elaboracion de farmacos con una ICs por debajo de

4 yg/mL sobre la linea celular RAW.

Evaluacién de la Actividad Antiproliferativa Sobre la Linea Celular
Cancerosa M12.AX.C3F6
Esta linea celular son células B que pertenecen a un linfoma de células B
murino. La evaluacién de la actividad antiproliferativa sobre esta linea celular se
realizé de la misma forma como se plante6 anteriormente, utilizando cuatro
concentraciones, 12.5 pyg/mL, 6.25 pg/mL, 3.12 pg/mL y 1.56 pg/mL y utilizando
como control DMSO.

Primeramente, se llevd a cabo la evaluacion de las fracciones de hexano,
en donde los resultados mostraron que la mayoria de las fracciones
mantuvieron actividad a altas concentraciones. A una concentracién de 12.5
pg/mL se inhibe alrededor del 100% de la proliferacion celular, a excepcion de
la fraccién FH12 que sdlo inhibié el 62% de la proliferacion celular. Sobre esta
linea celular la FH11 fue la que destacé mostrando una ICsy de 5.44 ug/mL,
mientras que la FH12 mostré tener la actividad mas baja con una ICso de 10.65
Mg/mL (Tabla I).

En el analisis estadistico de los valores de ICsy, mostré que hay una cierta
semejanza entre la FH11 y la FH22, y se mantienen como las mas activas
sobre esta linea celular. Sin embargo, la FH22 también muestra similitud
estadistica con las fracciones FH13, FH14, FH21 (p>0.05) debido a la
dispersion que mantienen (Tabla I).

En las observaciones al microscopio a las 24 h se encontré que las
fracciones FH11, FH12, FH13 y FH14, indujeron cambios morfoldgicos similares
sobre esta linea celular, asi como la formacion de vesiculas y vacuolizacion,
ademas de la formaciéon de ampollas en las células. Se observaron también

células destruidas y detrito celular en el medio. Por otra parte, las fracciones
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FH21 y FH22, indujeron principalmente la presencia de vesiculas pequenas y
menor grado vacuolizacion en la célula, asi como también células en apoptosis
en fase final con la presencia de cuerpos apoptoéticos (fig. 9).

Estas observaciones muestran que las fracciones FH11, FH12, FH13 y
FH14 promueven un efecto de necrosis mientras que las fracciones FH21 y
FH22 de apoptosis, como se habia presentado anteriormente. Aunque antes se
habia encontrado que FH11, FH12, FH13 y FH14 inducian un mecanismo
apoptético, no es de extranarse que el efecto se presente de diferente forma en
esta ocasidn, ya que esta linea celular M12.AX.C3F6 es completamente
diferente a RAW y responden de diferente forma al contacto con un cierto
estimulo.

En la evaluacion de las subfracciones de FH12 y FH22 se encontré que la
FH12-5 demostré ser la de mayor actividad con una ICsy de 5.44 pg/mL,
seguida de FAc-1 con una ICsp de 8.93 pg/mL y por ultimo la FH22-3 con una
ICs50 de 12.55 pg/mL (fig. 10).

En el andlisis estadistico se muestra que las tres subfracciones mantienen
una actividad hasta la concentracion de 1.56 pg/mL, con una diferencia
estadisticamente significativa a la del control de DMSO (fig. 10).

En las observaciones al microscopio a las 24 h se encontré la presencia de
células con ampollas, vesiculas y detrito celular, para la FH12-5, ademas la
formacion de cuerpos apoptoticos y vacuolas. Para la FH22-3 y para la FAc-1
se encontré una gran cantidad de células con vacuolas predominantes, asi
como también la presencia de células destruidas, células con ampollas, cuerpos
apoptoticos y una cierta cantidad de detrito celular, estas caracteristicas para la
FAc-1 indica una accion principal de necrosis y baja apoptosis (fig. 11).

Cabe mencionar que sélo la fraccion FH12-5 fue mas activa. De forma
contraria la FH22-3 mantuvo una baja actividad a 12.5 yg/mL. Sin embargo, en
las concentraciones mas bajas mostré una actividad igual o mayor a la del
FH22.
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Figura 9. Efecto de las fracciones de hexano sobre la linea celular
M12.A*.C3F6. Las observaciones se realizaron a las 24 h con un
microscopio invertido y con un objetivo de 40x. A) Microfotografia de
FH11 a 12.5 pg/mL; B) Microfotografia de FH22 12.5 pg/mL.

27



FH12-5

150 IGeg - 5.44 + 0.004

S
125
] a
= 100
@
2 b
o 754
5 2 b
= 504
8 c
S 25 I
0.000 1562 3125 6.250 12500
Concentracion (pg/mL)
FH22-3
IC5p-1255+2.16
. 150+
B
o 1254
5 a
2 100+
153 b b
g 754 b
3 Cc
= 504 |:'—‘
Lo
[
S 254
0
0.000 1562 3125 6250 12500
Concentracion (pg/mL)
FAc-1
ICg0-883£250
— 150+
&
T 125+
o a
= 100+
@
(&)
e b B b
-
= 504 b
=]
[}
5 25

0.000 1562 3125 6250 12500
Concentracion (pg/mL)

Figura 10. Actividad antiproliferativa de las subfracciones de FH22, FH12 y
acetato de etilo sobre la linea celular M12.AX.C3F6. En la parte
superior izquierda se muestra el valor de la IC5y de cada grafica.

Barras con la misma letra son estadisticamente iguales (p>0.05).
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Figura 11. Efecto de las subfracciones de FH12, FH22 y acetato de etilo sobre
la linea celular M12.AX.C3F6. Las observaciones se realizaron a las 24
h, con un microscopio invertido y con un objetivo de 40x. A)
Microfotografia de FH12-5 a 12.5 pg/mL; B) Microfotografia de FH22-3
a 12.5 pg/mL; C) Microfotografia de FAc-1 a 12.5 pg/mL.
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Una de las razones por la que se presenta este fenomeno pudiera ligarse al
hecho de que las fracciones predecesoras, en este caso la FH22, contiene una
mayor cantidad de compuestos activos que pudieran trabajar en sinergia sobre
esta linea celular y el separar estos compuestos, aunque sea el mas activo no
asegura una mayor actividad a la de la fraccién original.

Zapata y col. (2009), evaluaron la actividad citotoxica del aceite esencial de
Lippia origanoides y sus diferentes componentes, sobre las lineas celulares
HelLa (adenocarcinoma cervical humano) y Vero (células de rifidn de mono
verde africano), encontrando que la actividad de estos componentes principales
presentaban una baja actividad sobre ambas lineas celulares en comparacion
con el aceite esencial que presentaba actividades de mas del doble que los

componentes, demostrando de esta forma un efecto de sinergia.

Evaluacion de la Actividad Antiproliferativa Sobre la Linea Celular
Cancerosa HelLa
La linea celular HelLa, son células del tipo endoteliales provenientes de un
carcinoma cervical. Esta linea celular es menos sensible a estimulos externos,
en comparacion con la linea celular RAW y M12.A*.C3F6 (Ledn y col., 2006).

Los resultados de la evaluacion de las fracciones de hexano sobre esta
linea celular mostraron una baja actividad. Sélo la fraccion FH12 mostré una
actividad promedio inhibiendo el 57% de la proliferacion celular a 12.5 pg/mL,
con un valor de la IC5 de 12.12 pyg/mL, mientras que las otras fracciones
mostraron una ICsy > 12.5 pg/mL (Tabla I).

En las observaciones al microscopio, a las 24 h, no se presentaron muchos
cambios en las células, solo se visualiza la presencia de vesiculas pequenas,
asi como pocas células con ampollas y células muertas. Esto de forma general
entre las seis fracciones. A las 48 h, estos cambios fueron mas notorios en
algunas fracciones como la FH11, FH12 y FH22 mostrando mayor cantidad de

células en suspension y con ampollas.
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Sin embargo, el numero de células adheridas se mantuvo en cierta
proporcion (fig. 12)

Los resultados de Ila evaluacion de las subfracciones mostraron
nuevamente como la mas activa a la FH12-5 con un valor de ICsq de 6.64
pMg/mL, mientras que las otras subfracciones de FH22 y acetato de etilo no
produjeron una actividad antiproliferativa por debajo de 12.5 pg/mL (fig. 13).

Con el analisis estadistico se demostré que la subfracciéon FH12-5 mantiene
un actividad antiproliferativa importante hasta la concentracién de 3.12 pg/mL
en donde se muestra una diferencia estadisticamente significativa con respecto
al control de DMSO (p<0.05). La FH22-4, FH22-5, FH22-7 y FAc-1 sdlo
indujeron una actividad importante a 12.5 pg/mL, mostrando una diferencia
estadistica al control de DMSO (p<0.05) (fig. 13).

En las observaciones al microscopio, a las 24 h, se encontré6 que no se
producen cambios importantes con la FH22-4, FH22-5, FH22-7 y FAC-1, sdlo
se presentan la formacion de vesiculas que, como ya se menciono antes, solo
es senal de un cierto efecto en la célula, pero no se puede interpretar como un
dafo irreversible. Por otro lado, en las observaciones para el efecto de la
subfraccion FH12-5 se encontré un gran dafno a las células produciéndose la
formacion de cuerpos apoptéticos principalmente, asi como también la
presencia de una gran cantidad de vesiculas (fig. 14).

En los estudios de actividad antiproliferativa, la linea celular HeLa ha sido una
de las mas evaluadas por su alta resistencia a farmacos (Leon y col. 2006). En el
2009, Arango y col. evaluaron la actividad citotoxica de los compuestos tipo
terpénicos de Lippia alba, sobre la linea celular HelLa, y se encontré que
algunos de los compuestos presentaban una ICsy menor de 4 pg/mL, como el
citral y pirogalol (Arango y col. 2009). La subfracciéon FH12-5, de Aloysia
sonorensis, presenta una ICsy de 6.64 ug/mL sobre la linea celular HelLa, lacual
se asemeja con la actividad de los compuestos de Lippia alba, aun a pesar de que la

subfraccion es unamezclade compuestos.
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Figura 12. Efecto de las fracciones de hexano sobre la linea celular HelLa. Las
observaciones se llevaron a cabo a las 24 h, con un microscopio
invertido y con un objetivo de 40x. A) Microfotografia de FH12 a 12.5
pg/mL; B) Microfotografia de FH22 12.5 pg/mL.
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Figura 13. Actividad antiproliferativa de las subfracciones de FH22, FH12 y

acetato de etilo sobre la linea celular HeLa. En la parte superior

derecha se muestra el valor de la ICsg de cada grafica. Barras con la

misma letra son estadisticamente iguales (p>0.05).
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Figura 14. Efecto de las subfracciones de FH12, FH22 y acetato de etilo sobre
la linea celular HelLa. Las observaciones se realizaron a las 24 h, con
un microscopio invertido y con un objetivo de 40x. A) Microfotografia
de FH12-5 a 12.5 ug/mL; B) Microfotografia de FH22-5 a 12.5 pg/mL.
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Por otro lado, un aislamiento de los compuestos activos de esta fraccion podria
magnificar la actividad de dicha fraccion sobrepasando la actividad de los
compuestosde L. alba.

Hasta el momento se puede decir que la actividad antiproliferativa de A.
sonorensis se encuentra principalmente en la muestra FH12-5, la cual present6
la mayor actividad sobre las tres lineas celulares cancerosas. En las
observaciones al microscopio se encontr6 que esta fraccion indujo
principalmente apoptosis en dos lineas celulares RAW y HelLa, mientras que en
M12.AX.C3F6 se presentd principalmente como necrosis.

Por ultimo, para generar un mejor estudio es necesaria la evaluacion de la
actividad citotdxica, debido que aunque sea un compuesto muy activo contra las
células de cancer, esta también podria tener una accion toxica sobre células

normales. Para esto se realiz6 la evaluacion sobre la linea celular normal L-929.

Evaluacion de la Actividad Antiproliferativa Sobre la Linea Celular Normal
L-929

Para tener una evaluacion de la actividad antiproliferativa completa se realizé
una evaluacién sobre una linea celular normal L-929 (fibroblastos del tejido
subcutaneo de ratén), para determinar si el efecto no era citotdxico sobre una
linea celular normal. Algunos compuestos pueden afectar principalmente a las
células cancerosas y en menor grado a las células normales. Sin embargo, hay
distintos compuestos, como la colchicina, que no discriminan entre células
malignas y benignas (Risinger y col.,2009; Clément y col., 2008).

Los resultados de esta evaluacion mostraron que las seis fracciones de
hexano no tuvieron una actividad antiproliferativa importante dentro de las 48 h
en contacto con las células, solamente la fraccion FH11 mostrdé tener una
actividad con una ICsp de 12.69 ug/mL, las otra fracciones mantuvieron una ICsg
>12.5 yg/mL (Tabla l).
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En las observaciones al microscopio en las primeras 24 h encontramos que
los principales cambios producidos en esta linea son la presencia de una gran
cantidad de vesiculas, células con ampollas, células muertas y detrito celular,
estos cambios se presentaron principalmente en las fracciones FH11, FH12,
FH13 y FH14, por otro lado en las fracciones FH21 y FH22, se presentd una
cierta cantidad de células con vacuolizacién, a las 48 h estos cambios fueron
mas notorios a una concentraciéon de 12.5 ug/mL (fig. 15). Estas observaciones
muestran que a las 24 horas hubo cambios generales y no especificos para
determinar el tipo de muerte celular. Sin embargo, a las 48 h se denoté una
inclinacién hacia la muerte por necrosis donde se encontré un mayor numero de
células con ampollas y una gran cantidad de detrito celular. Por otro lado
aunque se observaron estos cambios drasticos también hubo una gran cantidad
de células adheridas a las 48 h que mostraron vesiculas, pero todavia eran
células viables.

Estos resultados demuestran el gran potencial de los compuestos presentes
en A. sonorensis, ya que las seis fracciones no presentaron un gran impacto
téxico sobre esta linea celular normal en las concentraciones evaluadas,
solamente las células cancerosas sufrieron un dafo importante, lo cual implica
un resultado notable.

Entre estas fracciones sobresalen principalmente los resultados mostrados
por la fraccion FH12, la cual mostré un efecto sobre las tres linea cancerosas,
ademas de tener la IC5p mas baja con 2.84 ug/mL sobre la linea celular RAW, y
la Unica en inducir un efecto antiproliferativo sobre la linea HelLa y no afectar de
manera importante la linea celular normal L-929.

Por otro lado las fracciones FH11, FH13, FH14 y FH21 mostraron tener un
efecto indistinto entre las células RAW y M12.A*.C3F6, manteniendo una
actividad similar sobre estas lineas, mientras que la FH22 sélo mostré actividad
importante sobre la linea M12.A.C3F86.

36



Vesiculas

Ampollas

Vacuolas

Figura 15. Efecto de las fracciones de hexano sobre la linea celular normal L -
929. Las observaciones se llevaron a cabo a las 24 h, con un
microscopio invertido y con un objetivo de 40x. A) Microfotografia de
FH12 a 12.5 pg/mL; B) Microfotografia de FH22 12.5 ug/mL.
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Estos resultados muestran como las fracciones FH12 y FH22 presentan un
cierto efecto de selectividad hacia una linea celular especifica, mientras que en
otras lineas celulares no muestran un impacto importante. Esto podria deberse
a que estos compuestos interactuan con ciertos receptores que se encuentran
solo en lineas celulares especificas.

La fraccion FH12 mostré tener una cierta afinidad a receptores que se
localizan principalmente en macrofagos (RAW) y que se encuentran distribuidos
en menor medida en otro tipo de células, mientras que la FH22 sdlo es afin a
receptores que se encuentran principalmente en linfocitos B (M12.A".C3F6).

En lo que respecta al efecto antiproliferativo de las subfracciones de FH12 y
sobre la linea L-929 se encontré que la fraccion mas toxica fue la FH12-5 con
una ICso de 4.82 pg/mL. Por otro lado las subfracciones FH12-4, FH22-3, FH22-
4, FH22-5, FH22-6, FH22-7 y FAc-1, mantuvieron una ICsg arriba de 12.5 pg/mL
(fig. 16).

El anadlisis estadistico indicé que la subfraccion FH12-5 mostr6 una
diferencia significativa (p<0.05) en todas las concentraciones. La FH12-4,
FH22-3, FH22-5 y FH22-6 presentaron una diferencia soélo hasta la
concentracion de 6.25 ug/mL (p<0.05), mientras que FH22-7 y FAc-1 mostraron
una diferencia estadisticamente significativa a una concentracion de 12.5
Mg/mL, con respecto al control de DMSO (fig. 16).

En las observaciones al microscopio, a las 24 h, no se encontraron cambios
importantes, solo la formacion de vesiculas en las células y menor tamafio, en
la mayoria de las fracciones. Sélo la FH12-5 mostré ser toxica, y se encontré
que a una concentracién de 12.5 pg/mL la mayoria de las células estaban
destruidas o presentaron un tamafio muy reducido y con ampollas, asi como
también células con vesiculas. Estos aspectos morfolégicos no ofrecen la
suficiente informacion para indicar un mecanismo de accién dado (fig. 17).

Anteriormente se habia comentado acerca de la selectividad que muestra la

fraccion FH12 hacia la linea celular RAW. Sin embargo, la FH12-5 no mantiene

38



FH12-4 FH12-5

150+ 1Cq > 12.5 ICsg - 4.82 % 0.053
5 150
S 6
E a ab ab Ems a
2 1004 b b 3 100 b
o 3
T 5 5 75 c
2. 3
= = =0
5 259 £ 2
S d d
0 0 =

0000 1562 3125 B250 12500 0000 1.562 3125 6250 12.500
Concentracion (pg/mL) Concentracion (pg/mL)
1Cgp > 12.5 1Cgp > 12.5
__ 150 50 150 50
g g
= 125 a a E 125 a
ERT a b 3 100 a a a a
S 6
E 75 c E 75
= 50 = 50
3 3
> 2 5 25
0 0
0000 1562 3125 6250 12500 0.000 1.562 3125 6250 12.500
Concentracién (pg/mL) Concentraciéon (pg/mL)
1G5 > 12.5 ICgo> 125
= 150 150 =0
< 125 g
T 125
g a a a & a a a
5 100 b b 3 100 b
5} 3 b
g g 75
s 3
= 50 = 50
3 2
5 25 5 25
0 0
0.000 1.562 3.125 6.250 12.500 0000 1562 3125 6250 12500
Concentracion (pg/mL) Concentracién (pg/mL)
FH22-7 FAc-1
IC5p » 125
ICsp > 12.5 . 150
s 150 &
=25 5 a a a
P
ks a ab ab b 3 100 £
g 100 a b 3 b
g 75 g 75
- o
= 50 = 901
o o
- [}
S 25 5 254
0 0
0000 1662 3125 6.260 12.500 0.000 1.562 3.125 6.250 12.500
Concentracion (pg/mL) Concentracion (pg/mL)

Figura 16. Actividad antiproliferativa de las subfracciones de FH22, FH12 y
acetato de etilo sobre la linea celular normal L-929. En la parte superior
derecha se muestra el valor de la IC5y de cada gréafica. Barras con la

misma letra son estadisticamente iguales (p>0.05).
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Figura 17. Efecto de las subfracciones de FH12, FH22 y acetato de etilo sobre
la linea celular L-929. Las observaciones se llevaron a cabo a las 24 h,
con un microscopio invertido y con un objetivo de 40x. A)
Microfotografia de FH12-5 a 12.5 pg/mL; B) Microfotografia de FH22-5
a12.5 yg/mL.
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dicha selectividad sino que afecta de igual forma a las diferentes lineas
celulares tanto cancerosas como normales. Por otro lado, si nos enfocamos en
la actividad de FH12-4 se observa que ésta afecta solamente a la linea celular
RAW vy no muestra efecto alguno sobre las otras lineas, indicandosu
selectividad. Dado estos hechos se puede decir que la gran actividad de FH12
sobre RAW, se debe a la actividad en conjunto de ambas fracciones, FH12-4 y
FH12-5. Mientras que el efecto sobre las otras lineas celulares, que es en
menor grado, se debe a FH12-5, la cual se encuentra en concentraciones
menores en esta fraccion 12 de hexano (FH12).

Lo anterior sugiere que los compuestos presentes en la fraccion FH12 son
candidatos potenciales para la elaboracion de nuevos farmacos anti-cancer, en
donde una muestra una actividad selectiva y la otra una amplia actividad
antiproliferativa.

Por otro lado, también es importante destacar la actividad de la fracciéon
FH22 y sus subfracciones. Estas son muestras de distinta naturaleza en cuanto
a polaridad, por lo que los compuestos pueden llegar a ser muy diferentes a los
de la fraccion FH11, FH12, FH13 o FH14. Estas fracciones polares mostraron
una amplia actividad contra la linea RAW principalmente, destacando la FH22-
3, e indujeron constantemente apoptosis en las células en las que se probaron,
de igual forma es importante repetir el hecho de que éstas todavia son mezclas
y no son productos puros por lo que la actividad podria aumentar una vez
purificado estos compuestos inductores de apoptosis, ademas el hecho de que
no produjeron toxicidad sobre la linea celular normal, por la que las hace
candidato para su estudio.

Por ultimo, se tiene a las fracciones de acetato de etilo donde la FAc-1
demostré una actividad sobre la linea celular RAW y M12.A¥.C3F6, y no afectd
de manera importante a la linea celular normal, demostrando de esta forma ser

un candidato para estudio y posible elaboracion de farmacos.
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En los ultimos anos se han llevado a cabo la busqueda de nuevos
compuestos con capacidad antiproliferativa y de ellos se han derivado
candidatos para la elaboracién de farmacos, como lo son el eupafolin aislado de
Lippia dulcis (Abe y col. 2002) el cual es efectivo contra cancer cevicouterino
(HeLa) con una ICsyp de 1.8 pg/mL y desramnosil isoactedsidoaislado de
Clerodendron bungei (Nagao y col. 2001) el cual es efectivo contra melanoma
murino (B16F10), con una ICso de 2.8 pg/mL. Los valores de ICsy obtenidos
sobre estas lineas celulares los hace candidatos, segun la NCI, para la
elaboracion de farmacos. Por otro lado, el cisplatino es un farmaco utilizado
para tratar distintos tipos de canceres. Esté presenta una ICsp ~ de 3 pg/mL
sobre distintas lineas celulares (Leon y col. 2006). Comparando estas
actividades con la de las fracciones de Aloysia sonorensis podemos ver que
algunas de las fracciones presentan una ICsy similar o muy cercana a estas,
como la FH12-5, que presentd una ICsp de 2.1 pg/mL sobre la linea celular
RAW, lo cual lleva a considerar el potencial de los compuestos presentes en
Aloysia sonorensis como candidatos para la elaboracion de farmacos

anticancerigenos.

Elucidacion Estructural

Una parte fundamental en el estudio de la capacidad antiproliferativa de una
planta es la identificacion de los compuestos responsable de la actividad
biolégica. En este trabajo han destacado principalmente los compuestos
presentes en las fracciones de hexano y las fracciones de acetato de etilo
demostrando una gran capacidad antiproliferativa.

Una vez evaluadas estas fracciones se llevd a cabo la elucidacion de sus
compuestos a través de analisis de RMN de protdn y carbono.

Entre las muestras a analizar se destacan las fracciones de acetato de etilo
porque presentan mayor grado de pureza entre las fracciones obtenidas. Se
llevd a cabo el analisis de resonancia de protdn y carbono de cada una de las

42



fracciones de acetato de etilo y se observd que algunas muestras todavia
permanecian como mezclas complejas y otras contenian contaminantes que no
permitian una apropiada elucidacion. Sin embargo, la muestra FAc-03,
presentd una pureza suficiente para la elucidacion estructural por lo cual se le
realizaron los analisis de espectroscopia correspondientes, como DEPT y RMN
de dos dimensiones, los cuales proporcionaron la informacion para la
elucidacion estructural.

Para la identificacion del compuesto de la fraccion FAc-03, se llevaron a
cabo analisis de RMN de '"H y "*C, DEPT y HSQC (Correlacién heteronuclear
cuantica simple), todos los analisis se realizaron utilizando como solvente
cloroformo deuterado (CDClI3)

En RMN de 'H, se encontraron siete diferentes sefiales que corresponden a
hidrogenos distintos en la molécula. La primera con un desplazamiento quimico
(®) de 7.25 corresponde al cloroformo deuterado, a partir de ésta se etiqueta
cada una de las sefiales como Py (protén). La senal P4 con un & = 5.85 se
presenta en la zona de alquenos, la P, con un & = 2.65, Pz conun & = 2.3, el P4
conund=21,Psconund =195 Psconund =185y P;conund=1.25se
presentan en la zona de alifaticos. En este analisis también fue posible sefalar
la relacion entre protones, esto a través de su multiplicidad. En este caso solo
las sefiales, P, y P3, se presentaron como sefnales tripletes, mientras que las
otras sefales se mantuvieron como sefiales simples o singuletes. Esto nos
indica que so6lo P, y P3 se encuentran acoplados el uno con el otro, mientras
que los otros grupos se encuentran aislados. A través de la integracion de las
sefales es posible conocer el numero de hidrogenos que contiene la molécula
perteneciente a una determinada senal: P4 tiene una integracién de 1, por lo
que es un grupo CH, las sefales P, y P3, integran para 2 cada una, por lo que
son grupos metileno CH,. Las sefiales P4, P5 y Pg integran para 3, cada una por
lo que son grupos CHjs. La ultima senal P integra para 6 por lo que pueden ser

dos CH3; equivalentes (fig. 18).
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En RMN de "®C, se puede conocer el nimero de carbonos presentes en la
muestra asi como el tipo de carbono (primario, secundario, terciario o
cuaternario) al que corresponde cada una de las senales.

En el espectro de carbono se puede identificar doce sefales principales,
seis en campo alto y seis en campo bajo, las que se encuentran en capo alto,
se presentan en la zona de alquenos y aromaticos, mientras que las de campo
bajo en la zona de alifaticos. Dentro de los analisis de carbono se encuentra un
analisis que nos ayuda a distinguir entre las senales de los metilos(CH3),
etilenos (CHy) y los metino (CH), este es el estudio de DEPT.

Los espectros de DEPT 135, nos muestra en lados opuestos las sefales de
CH; y las de CH y CHg;, siendo el de los CH; las sefnales hacia abajo del
espectro (fig. 19 A). Para diferenciar las sefiales de los CH3z y CH, se utiliza el
DEPT 90 en donde solo visualizamos las sefiales de los CH (fig. 19 B).
Finalmente, aquellas sefiales que no se mostraron en el DEPT corresponden a
carbonos cuaternarios en el espectro de carbono (fig.19 C).

En el espectro de carbono se etiquetan con C, cada una de las senales
importantes; C4 con un & = 159.6, C, con un & =142.5, C3 con un 6 =131.3, y Cs
con un & =128.8, son sefiales de carbonos cuaternarios (C), la sefal C4 con un
0 = 129 es un CH, las sefales a campo bajo son las: Cs con un & =31.9, la C;
conun & = 29.7, la Cg con un & = 27.9, representan al grupo de CHy, el Cg con
un 6 =23.8, Cip conun & =22.9y el Cq4 con un & =22.5 son el grupo de los CHs.

Para saber con certeza a qué atomo de carbono esta unido cada atomo de
hidrogeno, se llevd a cabo el analisis de correlacion heteronuclear cuantica
simple (HSQC), 'H-"*C. Este espectro mostré que la sefial P, esta relacionada
con la sefal C4 indicando que corresponde a la sefial de un CH, y asi como
esta la P, con Cg, P3 con Cg y P7 con C7 los cuales corresponden con metilenos
y las senales P4 con C4g, P5s con Cg y P con C44 los cuales son los metilos, con
respecto a las sefales Cq, C,, C3 y Cs éstas no muestran relacion con sefiales

de protén debido a que son carbonos cuaternarios (fig. 20).
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Figura 19. Espectros de RMN de *C de FAc-03 en CDCls. A) DEPT 135; B)
DEPT 90 y C) completo.
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Con el andlisis de correlacién homonuclear COSY 'H-"H, identificamos qué
sefales estan acopladas de 3 hasta 5 enlaces. Como podemos observar, en el
espectro de COSY la mayoria de las sefales presentan un acoplamiento a larga
distancia, mientras que s6lo P, y P3; se encuentran acoplados entre si (fig. 21).

Una vez analizado los espectros de proton y carbono se puede proponer
la formula molecular C4oH14 con un peso molecular de 134. Para corroborar este
dato se realizé una espectrometria de masas de la muestra y se encontro que el
ion molecular tiene un peso molecular de 150 (fig. 22). Entre el peso dado por
masas Yy el de la férmula que se propone existe una diferencia de 16, el cual
corresponde a un atomo de oxigeno, dando de esta forma una férmula de
C10H140.

A partir de la informacion de COSY, la formula y el peso molecular, se
puede realizar un esquema de la molécula. Iniciando por P1 el cual se acopla a
mas de tres enlaces con P3 y P5, los cuales se acoplan entre ellos a mas de
tres enlaces, P3 también se acopla con P2 a tres enlaces, y P2 se acopla con
P4 y P6 a mas de tres enlaces, los acoplamiento a mas de tres enlaces es
debido a la union de los cuatro carbonos cuaternarios, los cuales se encuentra
localizados entre P3, P5 y P1 el cual se encuentra unido a éste con un doble
enlace, y a su vez P1 se une a un segundo carbono para mantenerse como CH
(P1), por otro lado los otros dos carbonos cuaternarios se encuentran entre P2 y
las senales de P4 y P6, que para mantenerse como carbonos cuaternarios
estan unidos con un doble enlace entre si, el carbono que se une directamente
con P2 se une al carbono unido a P1, el cual esta unido al oxigeno (fig. 23).

La formula molecular y la espectroscopia concuerda para los reportados del
compuesto piperitenona (fig. 24), un compuesto terpénico del tipo monoterpeno
monociclico que no se habia identificado anteriormente en el género de Aloysia,
pero si en otros géneros de la familia Verbenaceae como Lantanta (Dambolena
y col., 2010). Este compuesto ha sido estudiado principalmente por su actividad

antibacteriana y antifungica. Sin embargo, no hay estudios relacionados con
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Figura 23. Estructura propuesta del compuesto principal de FAc-03.
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Figura 24. Estructura de piperitenona. Estructura de la piperitenona con las

senales del espectro de protén de FAc-03.
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actividad anticancerigena.

La piperitenona es un derivado del pirofosfato de linalilo, y a su vez éste es
un precursor de algunos terpenos que han sido identificados como potentes
agentes anticancerigenos como el 1,8-cineol, el a — terpineol, y el citral (Bashir
y col., 2010; Moteki y col., 2002; Dudai y col. 2005).

El 1,8-cineol y el citral se han destacado como compuestos activos
inductores de apoptosis en las células de cancer. Estos compuestos han sido
aislados en algunas especies de Aloysia como gratissima, triphylla y citriodora
(Dambolena y col., 2010; Crabas y col., 2003)

En las evaluaciones la fracciéon F12-5 la cual muestra la mayor actividad,
llevd a cabo su accion a través de la induccion de apoptosis sobre las células
cancerosas, esto pudiera sugerir una relacién entre el mecanismo de accion y
los compuestos que podrian estar presentes en dicha fraccion.

El analisis de protén indica que la muestra F12-5 es una mezcla compleja y
no es posible elucidar el compuesto principal. Sin embargo, en el espectro de
proton de F12-5 pueden observarse ciertas sefiales que corresponde a estos
compuestos activos, el 1,8-cineol y el citral, lo que siguiere que pueden estar
presentes en esta mezcla y ser los responsables de la gran actividad
antiproliferativa de FH12-5 (fig. 25). En conclusion, los compuestos
responsables de la actividad antiproliferativa de Aloysia sonorensis son del tipo

monoterpeno monociclicos.
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CONCLUSIONES

. La fraccion de hexano contiene los principales compuestos responsables de
la actividad antiproliferativa de Aloysia sonorensis.

. La evaluacién de la actividad antiproliferativa demostré que las fracciones
de hexano, presentan una importante actividad antiproliferativa sobre las
diferentes lineas celulares cancerosas con ICsy por debajo de 12.5 ug/mL,
sobresaliendo la FH12 como la mas importante.

. La fracciéon FH12 se separa en cinco fracciones principales de las cuales
solo dos contienen los compuestos activos de ésta.

. La FH12-4 present6 una actividad selectiva, afectando de manera principal
a la linea celular RAW, mientras que en las otras lineas no tuvo un efecto
importante a las concentraciones evaluadas.

. La FH12-5 demostré ser la fraccidn con mayor actividad antiproliferativa
afectando de manera importante a todas las lineas celulares cancerosas e
indujo sobre éstas un efecto de apoptosis.

. La fraccidén 1 de acetato de etilo mostré una gran actividad sobre las lineas
RAW y M12.A*.C3F6 y no presentd actividad citotdxica sobre la linea celular
normal L-929 a una concentracion de 12.5 pg/mL.

. De las fracciones de acetato de etilo se logré identificar la presencia de
piperitenona, un compuesto del tipo monoterpeno, la cual no ha sido
reportada anteriormente sobre el género de Aloysia.

. En la fraccion FH12-5 se identificaron presuntivamente compuestos como el
citral y el 1,8 cineol los cuales son del tipo monoterpeno reportados con

capacidad antiproliferativa e inductores de apoptosis.
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Perspectivas

La identificacion de todos los compuestos con capacidad antiproliferativa
de Aloysia sonoresis.

El aislamiento de estos compuestos y su evaluacion antiproliferativa
sobre diferentes lineas celulares cancerosas.

La elucidacién del mecanismo de accion de estos compuestos a través
de métodos especificos para apoptosis.

Llevar a cabo el estudio de la relacion de estructura-actividad (SAR: por
sus siglas en inglés) de los compuestos activos de Aloysia sonorensis.

La elaboracion de compuestos modificados tomando como molde los
compuestos aislados de Aloysia sonorensis para obtener compuestos
con mayor actividad antiproliferativa y menor toxicidad.

La elaboracion de compuestos de coordinacidon con cobre de los
compuestos aislado y modificados de Aloysia sonorensis, con el fin de

optimizar la actividad de dichos compuestos.
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ANEXOS

Anexo 1

Columna cromatografica gravitacional de hexano

Fracciones de N°. elucion Fase Movil
hexano (FH) (250 mL)

1 1-5 Hexano 100%
2 6-9 Hex (9.5:0.5) EtOAc
3 10 — 11 Hex (9.5:0.5) EtOAc
4 12 -20 Hex (9.5:0.5) EtOAc
5 21-28 Hex (9:1) EtOAc
6 29 Hex (9:1) EtOAc
7 30 Hex (9:1) EtOAc
8 31-39 Hex (9:1) EtOAc
9 40 - 50 Hex (9:1) EtOAc
10 51 -69 Hex (9:1) EtOAc
11 70-113 Hex (9:1) EtOAc
12 114 - 117 Hex (8:2) EtOAC
13 118 =120 Hex (8:2) EtOAc
14 121 Hex (8:2) EtOAc
15 122 — 130 Hex (8:2) EtOAc
16 131 -155 Hex (7:3) EtOAc
17 156 — 166 Hex (6:4) EtOAc
18 167 — 189 Hex (1:1) EtOAc
19 190 — 194 Acetato de etilo 100%
20 195 - 198 Acetato de etilo 100%
21 199 — 210 Acetato de etilo 100%
22 211 -214 EtOAc (9.5:0.5) MeOH
23 215-218 EtOAc (9.5:0.5) MeOH
24 219 — 226 EtOAc (9:1) MeOH
25 227 — 234 EtOAc (8:2) MeOH
26 235 - 250 EtOAc (7:3) MeOH
27 251 - 260 Metanol 100%
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Anexo 2

Columna cromatografica a baja presion de acetato de etilo

Fraccion de acetato de N°. Elucion Fase movil
etilo (FAc) (15 mL)

1 3-4 Hex (9:1) EtOAc

2 11 -14 Hex (9:1) EtOAc

3 16 — 22 Hex (7:3) EtOAc

4 26 — 27 Hex (1:1) EtOAc

5 28 Acetato de etilo 100%
6 29 - 30 Metanol 100%
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Anexo 3

Columna cromatografica a baja presion de FH12

Fraccion de FH12 N ('1§':1°L';’“ Fase movil
1 1 Hex (6:4) EtOAc
2 2 Hex (6:4) EtOAc
3 3 Hex (6:4) EtOAc
4 4 Hex (6:4) EtOAc
5 5-8 Hex (6:4) EtOAc
6 10 - 11 Hex (6:4) EtOAc
7 14 - 15 Hex (1:1) EtOAc
8 16 — 20 Hex (1:1) EtOAc

Columna cromatografica a baja presion de FH22

Fraccion de FH22 N ('1§'r‘:l°|_';’“ Fase movil

1 1-2 EtOAc (9.5:0.5) MeOH
2 8-9 EtOAc (9.5:0.5) MeOH
3 18 — 23 EtOAc (9.5:0.5) MeOH
4 26 — 27 EtOAc (9.5:0.5) MeOH
5 39 — 44 EtOAc (9:1) MeOH
6 47 — 53 EtOAc (7:3) MeOH
7 56 — 60 EtOAc (7:3) MeOH
8 62 — 66 EtOAc (7:3) MeOH
9 70 EtOAc (1:1) MeOH
10 71 Metanol 100%
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