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General
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placa fina, en columna y HPLC, las fracciones con actividad antiproliferativa.
Caracterizar quimicamente los componentes activos, mediante diferentes

técnicas espectroscépicas como infrarrojo y resonancia magnética nuclear.
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RESUMEN

El cancer es uno de los principales problemas de salud publica en el mundo vy,
en general, los agentes quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento contra
este padecimiento son muy costosos y poseen diversos niveles de toxicidad.
Las plantas tienen una larga historia de uso en el tratamiento del cancer y
juegan un papel muy importante en el proceso de descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos. Dentro del grupo de plantas que se saben tienen uso
medicinal en Sonora se encuentran algunas especies del género Argemone. En
este trabajo, se evalu6 la actividad antiproliferativa de la especie Argemone
ochroleuca, conocida con el nombre comun de cardo blanco.

Para la evaluacion in vitro de la actividad antiproliferativa de la planta se
emplearon distintas lineas celulares cancerosas y una linea celular empleada
como control normal. El extracto metandlico mostré valores de 1Csp (pg/mL)
para las lineas celulares cancerosas M12.A*.C3F6 de 18.8+5.8, Raw 264.7 de
18.2+2.6, HelLa de 132.6+£13.3, A-549 de 78.84£3.0, LS-180 un valor >100 y para
la linea celular normal L929 de 336.0+3.3. En el caso de las fracciones se
observé que la fraccion etandlica fue la mas activa, mostrando valores de ICsg
(ug/mL) para M12.AX.C3F6 de 24.2+1.1, Raw 264.7 de 27.4+8.3, Hela de
99.040.2, para A-549 un valor >100, LS-180 de 63.6+8.3 y para la linea celular
normal L929 de 169.6+4.3. Del fraccionamiento por cromatografia en columna
de la fraccién etandlica se obtuvieron 230 fracciones, de la cuales 2 fueron las
mas activas (JF33 y JF34). De estas dos, la fraccion mas activa fue JF34,
mostrando valores de ICso (ug/mL) para M12.A.C3F6 de 2.4+0.4, Raw 264.7 de
2.710.1, HeLa de 79.5+£11.5, A-549 un valor >100, LS-180 de 44.5+0.1 y para la
linea celular normal L929 un valor >100. Los resultados de IR y RMN indican

que la JF34 contiene como componente mayoritario al alcaloide berberina.
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INTRODUCCION

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial y se caracteriza por
una alteracion del equilibrio entre la proliferacion y mecanismos normales de
muerte celular (Herrera y Garcia, 2006). Actualmente, se conocen mas de cien
tipos de cancer, diferenciados por su etiologia, su historia natural y
mecanismos. A pesar de la gran evolucion del conocimiento basico referente a
esta patologia, este progreso no se ha reflejado en el desarrollo de técnicas
eficientes para su prevencion y curacién (Kohn y col., 2006; Hemminki y
Mutanen, 2001; Verdecchia, 2001). La baja selectividad de los agentes
quimioterapéuticos, los diversos niveles de toxicidad en los tejidos normales y el
rapido desarrollo de resistencia contra estas drogas conforman los factores
limitantes al éxito del tratamiento antineoplasico. Por lo tanto, hay una gran
necesidad de desarrollar nuevos y mejores recursos terapéuticos, incluyendo
nuevos agentes quimioterapéuticos (Kohn y col., 2006; Verweij y Jonge, 2000).

Actualmente, existe gran interés en el estudio de compuestos
alternativos para el tratamiento de diversos padecimientos, incluidos el cancer,
con el fin de no sélo determinar el posible efecto anticancerigeno, sino
enfocado también hacia la visualizacion de los mecanismos de accién que estos
tratamientos alternativos tengan contra diversos tipos de cancer.

El cancer y las enfermedades infecciosas ocupan una posicién primordial
con respecto al uso de plantas medicinales como posibles fuentes de
medicamentos para su tratamiento, por lo que durante los ultimos anos el
interés en la investigacion de productos naturales se ha incrementado, dando
como resultado el descubrimiento medicamentos mas eficientes para el
tratamiento contra el cancer (Calixto, 2000; Rates, 2001; Phillipson, 2001).

Desde la antigiiedad, las plantas han sido utilizadas como fuentes de
compuestos medicinales, y en la actualidad continian desempefando un papel
importante en el mantenimiento de la salud humana. Més del 50% de todos los



medicamentos modernos de uso clinico tienen su origen en productos naturales
(Suffness y Douros, 1982), los cuales juegan un papel importante en los
programas de desarrollo de medicamentos de la industria farmacéutica (Baker y
col., 1995; Cordell, 1995).

Las investigaciones sobre la actividad quimica y bioldgica de las plantas
durante los ultimos dos siglos han producido compuestos usados para el
desarrollo de la quimica organica sintética moderna y el surgimiento de la
quimica medicinal como ruta importante para el descubrimiento de nuevos y
mas eficaces agentes terapéuticos (Roja y Rao, 2000). En el estudio de los
productos naturales, las tres principales metas son la obtencién vy
caracterizacion de compuestos bioactivos, la modificacién quimica y sintesis de
analogos y finalmente el estudio del mecanismo de accién (Newman y col.,
2003).

México posee una de las floras mas ricas del planeta, lo que explica la
variedad y abundancia de plantas medicinales existentes en el pais
(aproximadamente 4,000 especies). En el estado de Sonora, existen varios
grupos indigenas tales como los Yaquis, Mayos, Pimas, Guarijios, Papagos y
Seris, que han retenido, en mayor o menor grado, el conocimiento del uso de
las plantas medicinales de generacion en generacién. Estos grupos étnicos
tienen entre su farmacopea aproximadamente 450 plantas medicinales
distintas, entre nativas e introducidas, algunas de las cuales han sido valoradas
cientificamente por sus propiedades anticancerigenas, antiproliferativas,
antioxidantes, antibacteriales y antifungicas, entre otras (Lépez e Hinojosa,
1988).

Dentro del grupo de plantas que se sabe tienen uso medicinal en Sonora,
existen algunas referidas por sus propiedades anticancerigenas, entre éstas se
encuentran algunas especies del género Argemone (Lépez e Hinojosa, 1988).

En éste género se ha reportado la presencia del alcaloide sanguinarina (Devi y



col., 2002), un compuesto al cual se le atribuye un fuerte efecto sobre el
proceso de induccién de apoptosis (Yong-Hong y col., 2006).

Por lo anterior, es de gran interés evaluar la actividad antiproliferativa de
la especie Argemone ochroleuca, la cual es una de las principales especies del
género Argemone, conocida con nombre comun de chicalote o cardo santo. La
planta tiene muchos usos dentro de la medicina tradicional de los que destacan
el uso del latex para quitar las manchas y carnosidades de los ojos, conciliar el
sueno o calmar la tos, se dice que un té de la planta en ayuno combate la
diabetes y que las flores aplicadas como emplasto curan la sarna (Calderén,
1991).

El objetivo del presente estudio fue el de evaluar la capacidad
antiproliferativa de distintas fracciones obtenidas del extracto metandlico de la
especie Argemone ochroleuca frente a lineas celulares cancerosas, asi como
aislar y caracterizar los compuestos responsables de esta actividad. Todo esto
con la finalidad de contribuir en la busqueda de un potencial tratamiento

alternativo y eficaz para evitar el desarrollo del cancer.



ANTECEDENTES

Cancer

Desarrollo del Cancer

El término de cancer abarca a mas de una centena de enfermedades
caracterizadas por el crecimiento anormal y sin control de células en diferentes
partes del cuerpo (Moss, 1998). Las células tumorales suelen derivarse de
alguna que ha sufrido cambios en su material genético debido mutaciones o
bien a la incorporacion del material genético de algun virus oncogénico, y que
como resultado no responde a los mecanismos normales de control del ciclo
celular (Pacheco, 2001).

Las células normales crecen y se diferencian a través de una compleja
gama de senales bioquimicas; de tal forma que las células nuevas son capaces
por si mismas de interrumpir su crecimiento y diferenciarse en el tipo celular
que les corresponde de acuerdo a su herencia genética. Cuando las células
pierden su capacidad de respuesta adecuada contindan dividiéndose sin
limitaciones originando asi las neoplasias (Maldonado y col., 1996). Las células
tumorales, aumentan su proliferacién, incrementan su tendencia a invadir
formandose metéstasis (Figura 1), tienden a optimizar los procesos anabdlicos
implicados en la proliferacién tales como la sintesis de DNA y RNA,
economizando las funciones catabdlicas (catabolismo de pirimidinas); también
pueden sintetizar proteinas fetales consideradas como marcadores tumorales
como el antigeno carcinoembrionario (DiSaia y col., 1999; Lodish y col., 1999).

El cancer que puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en
cualquier tejido corporal y se clasifica en funcion del tejido y célula de origen.
Existen varios cientos de formas distintas, siendo tres los principales subtipos.
Los sarcomas proceden del tejido conectivo como huesos, -cartilago
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Figura 1. Etapas en el proceso de carcinogénesis. Tras la lesién que sufre la
célula y el cambio genético (mutacién), ésta comienza a dividirse rapidamente
sin control, una vez formado el tumor, las células pueden migrar generando

metastasis (Avelino, 2005).



nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo. Los carcinomas
proceden de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que tapizan las
cavidades y O6rganos corporales, y los tejidos glandulares de la mama y
préstata. Los carcinomas incluyen algunos de los canceres mas frecuentes. En
el tercer subtipo se encuentran las leucemias y linfomas que incluyen los
canceres de los tejidos formadores de las células sanguineas. Producen
inflamacion de los ganglios linfaticos, invasién del bazo y médula ésea, y
sobreproduccién de células blancas inmaduras.

Epidemiologia del Cancer

A nivel mundial, el cancer es la principal causa de mortalidad. En el ano 2007,
representd la tercera causa de muerte entre las mujeres con 35,303
defunciones (15.4%), mientras que en los hombres fue la cuarta con 33,509
muertes (11.8%) (INEGI, 2008). Ademas, mas del 70% de todas las muertes
por cancer se producen en los paises de ingresos bajos y medios, donde los
recursos disponibles para la prevencién, el diagnéstico y el tratamiento de la
enfermedad son limitados o inexistentes. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), estima que alrededor de 84 millones de personas moriran a causa de
esta enfermedad entre 2005 y 2015.

En México, durante 2007 se registraron 514,420 defunciones, 55.4%
fueron hombres y 44.6% de mujeres; de estas muertes, los tumores malignos
ocuparon el tercer lugar entre las principales causas de muerte del pais con
68,815 casos (13.4%). Los tres principales tipos de cancer que causaron
defunciones en las mujeres fueron el de mama (13.8%), cuello del Utero
(12.1%) e higado (7.6%) (INEGI, 2008).

Tratamiento

El cancer puede ser tratado mediante cirugia o diferentes terapias como la
radioterapia, hormonoterapia, quimioterapia, bioterapia o terapia dirigida. Todas
6



estas terapias intentan destruir todas las células cancerosas produciendo
minimos efectos secundarios. Sin embargo, la mayoria de los tratamientos son
muy agresivos y en muchos casos deterioran la calidad de vida y estado
animico de los pacientes (Ortiz, 2010). También, los tratamientos que matan
células cancerosas generalmente son toxicos para las células normales. En su
mayoria, los métodos actuales aprovechan diferencias relativamente sutiles
existentes entre las células normales y las neoplasicas como lo son su
velocidad de proliferacion, su metabolismo y la sensibilidad a la radiacion.

En la naturaleza se tiene un amplio potencial de recursos terapéuticos
que puede brindar un beneficio como tratamientos de enfermedades que
afectan al humano. Muchos de estos productos farmacéuticos han sido aislados
a partir de productos naturales como plantas, animales, organismos marinos y
microorganismos. Por ejemplo, el paclitaxel, derivado de plantas, bleomicina y
doxorubicina provenientes de microorganismos; dolastina 10 es de origen
marino.

Por estas razones, se realizan investigaciones para la busqueda de
compuestos de origen natural que inhiban la proliferacion de las células
cancerosas, enfocando gran atencidbn a compuestos aislados de plantas

medicinales (Avelino, 2005).

Plantas Medicinales

Perspectiva Historica

El uso terapéutico de las plantas se remonta a la civilizacion sumeria la cual es
considerada la mas antigua de la humanidad. Se tienen registros de que
Hipdcrates utilizd aproximadamente 400 especies diferentes de plantas con
fines medicinales. Los productos naturales han desempefiado un papel
destacado en los antiguos sistemas de medicina tradicional, como el chino, de



la India vy el egipcio, que todavia estan en uso comun. Segun la OMS el 75% de
las personas todavia dependen de los medicamentos tradicionales a base de

plantas para la atencion primaria de salud a nivel mundial (Tabla I).

Etnobotanica en México

La etnobotanica es una ciencia que estudia las relaciones existentes entre el
hombre y las plantas en un contexto cultural; es decir, a través del tiempo y en
un espacio determinado, intentando recobrar la medicina tradicional de los
pueblos indigenas. El uso de las plantas medicinales en México se practica
desde tiempos prehispanicos. Con la existencia de poblacion indigena de casi
10 millones de habitantes que dependen de las plantas como terapia medicinal
primordial a partir de la gran diversidad de flora (casi 5,000 plantas
medicinales), México es un excelente area para llevar a cabo estudios
etnofarmacoldgicos. (Navarro y col., 1996).

En la medicina tradicional mexicana se da el uso de plantas para tratar
una amplia gama de infecciones comunes. Practicamente todas las partes de la
planta pueden emplearse: la raiz, el tallo, la corteza, las hojas, las flores, el
fruto, la resina o goma y la leche o latex; estos productos vegetales se emplean
en forma de cocimiento, té o tisana, polvos, ungiientos, emplastos, gotas,
sahumerios; mascados, comidos y bebidos en forma de tinturas. Se reconoce
de entre todos éstos a las tisanas, cocimientos, pomadas, unglentos,
cataplasmas, tinturas y bafos como los de uso mas corriente (Cifuentes y col.,
1990; Valdez, 1998; Saldierna y col., 2001).

En el Estado de Sonora persiste aun una variedad de formas bioldgicas
del reino vegetal que constituyen desde milenios, los sustentadores elementales
de vida de las comunidades autéctonas (Valenzuela, 2000). Las plantas mas
conocidas y mas empleadas lo son por su demostrada efectividad para curar
ciertos males y que crecen en estado silvestre. De hecho, varios grupos
indigenas tales como los Yaquis, Mayos, Pimas, Guarijios, Papagos y Seris,
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Tabla I. Historia de la medicina de productos naturales (Sarker y col., 2006).

Periodo Personaje Descripcion
Aryuveda (conocimiento
de la vida) Introdujo las propiedades medicinales de
3000 A.C. . L
Medicina tradicional las plantas y otros productos naturales.
china
Recopild6 un gran numero de drogas
1550 A.C. Ebers Papyrus crudas de origen natural (semillas de
castor y goma arabica).
460-377 A.C. Hipocrates EI_Pa:jre de Descr|b|9 dls.t|.ntas plantas y animales
la Medicina que podian utilizarse en medicina.
370-287 A.C. Teofrasto Descr|b|9 dls.t|.ntas plantas y animales
que podian utilizarse en medicina.
3-79 D.C. Plinio “El Viejo” Descr|b|? dls.t|.ntas plantas y animales
que podian utilizarse en medicina.
60-80 D.C. Dioscorides ESCFIt.)IC.),De, Materia Medic, en. gsta obra
describié mas 600 plantas medicinales.
131-200 D.C. Galeno Prac,tl.co la methma botanica (Farmacia
Galénica) y la hizo popular en el oeste.
Siglo 15 Krauterbach (Herbolaria) Presenté informacion y fotografias de

plantas medicinales.




han retenido, en mayor o0 menor grado, el conocimiento del uso de las plantas
medicinales de generacion en generacion (Johnson y col., 1996).

Existe una bibliografia etnobotanica local que describe las especies de
plantas mas frecuentemente utilizadas por la poblacién para curar infecciones
gastrointestinales, respiratorias, urinarias y de la piel. Sin embargo, en la
actualidad hay una carencia en los estudios cientificos experimentales que
confirmen las posibles caracteristicas antibiéticas de una gran cantidad de estos
remedios. Los métodos experimentales antimicrobianos in vitro proporcionan los
datos preliminares requeridos para seleccionar, entre los productos vegetales
crudos, aquellos con caracteristicas potencialmente utiles para llevar a cabo
posteriormente los estudios fitoquimicos y farmacoldgicos correspondientes
(Navarro y col., 1996).

Productos Naturales

Los productos naturales provenientes de plantas son valorados por el hombre
como fuente de principios activos para uso medicinal (Farnsworth y col., 1992)
debido a sus constituyentes quimicos, generalmente metabolitos secundarios.
Un impresionante nimero de medicamentos modernos se han derivado de
fuentes naturales, muchas basadas en su wuso en la medicina
tradicional. Durante el ultimo siglo, un buen nimero de los medicamentos mas
vendidos se han desarrollado a partir de productos naturales (vincristina de
Vinca rosea, la morfina de Papaver somniferum, Taxol de Taxus brevifolia, etc.).

Aproximadamente el 40% de los medicamentos modernos en uso, se
han desarrollado a partir de productos naturales. Segun Cragg y col. en 1995, el
39% de los 520 nuevos medicamentos aprobados entre 1983 y 1994 fueron los
productos naturales o sus derivados, y del 60-80% de los farmacos
antibacterianos y contra el cancer eran de origen natural. En el afo 2000,
aproximadamente el 60% de todos los medicamentos en ensayos clinicos para
multiples tipos de cancer era de origen natural. En 2001, ocho (simvastatina,
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pravastatina, amoxicilina, acido clavulanico, azitromicina, ceftriaxona,
ciclosporina, y paclitaxel) de los 30 medicamentos mas vendidos eran los
productos naturales o sus derivados, y los ocho medicamentos juntos
acumularon 16 billones de délares en ventas en Estados Unidos.

Los productos naturales contribuyen de manera importante a la
busqueda de nuevos medicamentos, por ejemplo, medicamentos sintetizados a
partir de compuestos aislados que se pueden utilizar sin modificaciones a su
estructura quimica (por ejemplo, vincristina de Catharanthus roseus), por las
caracteristicas y propiedades quimicas de los compuestos aislados que ofrecen
las bases para que a partir de ellos puedan sintetizarse moléculas mas
complejas (por ejemplo, diosgenina de Dioscorea floribunda para la sintesis de
los anticonceptivos orales) e indicando nuevos mecanismos de accion
farmacolégico que permite la sintesis completa de nuevos medicamentos
analogos (por ejemplo analogos sintéticos de la penicilina por Penicillium
notatum).

Ademas, la introduccién y desarrollo de varias técnicas nuevas y muy
especificas de ensayos biolégicos in vitro, métodos cromatograficos y
espectroscopicos, en especial la resonancia magnética nuclear (RMN), han
hecho mucho mas facil para detectar, aislar e identificar posibles compuestos
con potencial de drogas de forma rapida y con precision.

Componentes Bioactivos de las Plantas Medicinales

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo
constituye el metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrogeno y de la
energia termina en moléculas comunes a todas las células, necesarias para su
funcionamiento y el de los organismos. Se trata de aminoé&cidos, nucledtidos,
azucares y lipidos, presentes en todas las plantas y desempefando las mismas

funciones. Se denominan metabolitos primarios (Figura 2).
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Figura 2. Elementos basicos del metabolismo primario y metabolismo
secundario de plantas (Avalos y Pérez Urria, 2009).
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Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que se denominan metabolitos secundarios
(también denominados productos secundarios) (Figura 2).

Los metabolitos secundarios difieren de los metabolitos primarios en que
ciertos grupos presentan una distribucion restringida en el reino vegetal, es
decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos
de plantas. Se sintetizan en pequenas cantidades y no de forma generalizada,
estando a menudo su produccidon restringida a un determinado género de
plantas, a una familia, o incluso a algunas especies.

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones
ecologicas especificas como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son
pigmentos que proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial
en la reproduccion atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales
que van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta
forma a la dispersion de semillas.

Otros compuestos tienen funcion protectora frente a predadores,
actuando como repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos,
haciéndolas indigestas o venenosas. También intervienen en los mecanismos
de defensa de las plantas frente a diferentes patégenos, actuando como
pesticidas naturales.

Es importante destacar que también reciben la denominacion de
productos naturales y tienen un importante y significativo valor medicinal y
econdmico, derivado éste Ultimo de su uso en la industria cosmética,
alimentaria, farmacéutica. Un gran niumero de estos productos naturales, que ya
se usaban en la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades,
se utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores

de sabor, aromas, colorantes, etc.(Avalos y Pérez Urria, 2009).
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Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales:

e Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites
esenciales.

e Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

e Glicésidos. Saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y
glucosinolatos.

e Alcaloides.

Terpenos

Los terpenos o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios (mas de 40,000 moléculas diferentes). Suelen ser insolubles en
agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de isopreno (5 atomos de
carbono (C)). De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de
unidades de isopreno (C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen dos
unidades C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de
isopreno y se denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades
C5 y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40
C y se habla de politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno.

El grupo de los terpenos incluye hormonas (giberelinas y acido
abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos vy xantofilas), esteroles
(ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicésidos
cardiacos), latex y aceites esenciales (proporcionan el olor y el sabor
caracteristico de las plantas).

Muchos terpenoides tienen un importante valor fisiolégico y comercial.
Por ejemplo su uso como aromas y fragancias en alimentaciéon y cosmética, o
por su importancia en la calidad de productos agricolas. Otros compuestos
terpenoides  tienen  importancia medicinal por sus  propiedades
anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc. (Avalos y
Pérez Urria, 2009).
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Compuestos Fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que
contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides.

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy
diverso que comprende desde moléculas sencillas como los &cidos fendlicos
hasta polimeros complejos como taninos, cumarinas y los lignanos. En el grupo
también se encuentran pigmentos flavonoides. Las cumarinas son una amplia
familia de lactonas que actuan como agentes antimicrobianos y como
inhibidores de germinacién. Los flavonoides tienen esqueleto carbonado
contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un
puente de tres carbonos. Se clasifican en funcién del grado de oxidacién del
puente de tres carbonos, siendo las principales antocianinas (pigmentos),
flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre sus funciones se encuentra la defensa
y la pigmentacion. Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos que se
unen a proteinas desnaturalizandolas (Avalos y Pérez Urria, 2009).

Glicosidos

Existen tres grupos de glicosidos de particular interés: saponinas, glicosidos
cardiacos y glicésidos cianogénicos.

Las saponinas se encuentran como glicésidos esteroideos, glicdsidos
esteroideos alcaloides o bien glicosidos triterpenos. Son por tanto triterpenoides
o esteroides que contienen una o mas moléculas de azucar en su estructura.
Estos compuestos dan a lugar a propiedades surfactantes o detergentes
similares al jabon. Los glicésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a las
saponinas esteroideas, tienen también propiedades detergentes, pero su
estructura contiene una lactona. Los glicésidos cianogénicos son compuestos
nitrogenados, que no son tdxicos por si mismos pero se degradan cuando la

15



planta es aplastada liberando sustancias volatiles toxicas como cianuro de
hidrégeno (HCN) (Avalos y Pérez Urria, 2009).

Alcaloides

Los alcaloides son un grupo grande y heterogéneo de moléculas nitrogenadas
que se derivan de aminodacidos, tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina,
lisina, arginina y ornitina, solos o combinados con terpenoides. La mayoria son
heterociclicos aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no
ciclicos). Se clasifican segun sus anillos heterociclicos (McKee, 2003) y se
pueden dividir en 5 grupos: alcaloides isoquinoléicos, alcaloides quinolozidicos,
alcaloides pirrolizidicos, alcaloides tropanicos y alcaloides inddlicos (Sepulveda,
2003).

Los alcaloides tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en
agua, contienen al menos un atomo de nitrégeno en la molécula y exhiben
actividad bioldgica. A los valores normales de pH del citosol y de la vacuola (7.2
y 5-6, respectivamente), el nitrdgeno esta protonado lo cual confiere el caracter
basico o alcalino de estos compuestos en solucién.

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas vy
psicolégicas, a mayoria de ellas consecuencia de su interaccidbn con
neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy téxicos. Sin
embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante
muscular, tranquilizante, antitusivos o analgésicos (Avalos y Pérez Urria, 2009).

Estudios Fitoquimicos en la Investigacion Contra el Cancer

La Fitoquimica es una disciplina cientifica que tiene como objeto el aislamiento,
andlisis, purificacion, elucidacién de la estructura y caracterizacion de la
actividad bioldgica de diversas sustancias producidas por los vegetales.

Para la investigacién de principios activos extraidos de plantas con
aplicacion terapéutica ante el cancer se recomienda seguir una serie de
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estrategias dentro de un programa de investigacién bien establecido, dicha
investigacién requiere de un esfuerzo multidisciplinario de expertos en
diferentes campos (McChesney, 1993). El Instituto Nacional del Cancer en
Estados Unidos (NCI) resume estas estrategias en 5 etapas:

Etapa 1. Adquisicién de la muestra; para lo cual se requiere de una
fuente natural confiable, andlisis de bases de datos, la recoleccion, clasificacién
taxonomica y literatura especializada.

Etapa 2. El material vegetal recolectado tras un proceso de secado, se
somete a la extraccidn con diferentes solventes, obteniéndose un extracto crudo
(completo). Es importante la forma y tipo de solventes empleados para la
preparacién de los extractos, asi como el tipo de extraccién que de ellas se
realiza, ya que de esto dependen los posibles compuestos bioactivos que se
extraeran y como consecuencia las actividades que de ellos se deriven, la Tabla
Il nos muestra el tipo de compuestos quimicos que se obtienen cuando el
material vegetal se extrae con un sélo solvente.

Etapa 3. Evaluacion de la actividad biologica in vitro de los extractos
crudos empleando ensayos a corto plazo, estos resultados deben
correlacionarse con los de la etapa 5. Para el fraccionamiento se utilizan
comunmente técnicas cromatograficas como en columna, de afinidad, de
exclusion de tamano, etc.

Etapa 4. Pruebas de inhibicién de la carcinogénesis de los extractos
crudos, sus fracciones y compuestos purificados en cultivos de 6rganos o
modelos animales.

Etapa 5. Sintesis y modificacion de los principios activos aislados
después de los proyectos anteriores, una vez que haya sido elucidada su
estructura quimica, preparando una serie de compuestos derivados y
observando la relacion entre estructura y actividad, asi como su mecanismo de
accion (McChesney, 1993; Pezzuto, 1995).
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Tabla |Il.

disolventes (Avelino, 2005).

Compuestos obtenidos de plantas por extraccion con distintos

Agua Etanol Metanol Cloroformo  Diclorometano
Antocianinas Taninos Antocianinas  Terpenoides Terpenoides
Almidones Polifenoles Terpenoides Flavonoides
Taninos Poliacetilenos  Saponinas
Saponinas Flavonoles Taninos
Terpenoides Terpenoides Xantoxilinas
Polipéptidos Esteroles Totaroles
Lecitinas Alcaloides Lactonas

Propdleo Flavonas
Fenonas
Polifenoles
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También debe evaluarse la toxicidad de los compuestos, su aplicacién en

tratamientos clinicos y su comercializacién.

Argemone ochroleuca

El Género Argemone

El género Argemone pertenece a la familia Papaveraceae y esta constituido por
28 especies con numerosas subespecies y variedades identificadas (Stermitz y
col., 1969). Hay poco mas de 20 especies distribuidas en regiones templadas y
tropicales casi exclusivamente de América, aunque una de ellas, Argemone
mexicana L. ha sido introducida a muchas otras partes del mundo. En México,
con frecuencia se les denomina “chicalote”. Las especies del Valle de México
con frecuencia han sido confundidas con Argemone mexicana L. que habitan en
lugares mas calidos. Por lo que en esta misma region pueden encontrarse dos
especies: Argemone ochroleuca Sweet y Argemone platyceras Link & Otto
(Calderon, 1991).

Informacion Taxondmica

Reino Plantae.

Phylum Magnoliophyta.

Clase Magnoliopsida.

Orden Papaverales.

Familia Papaveraceae.

Género Argemone.

Especie ochroleuca.

Nombre Cientifico Argemone ochroleuca subsp. ochroleuca Sweet.
Autor del nombre Sweet.
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Descripcion Botanica

De acuerdo con Calderén (1991) son plantas herbaceas de 30 cm a 1.2 m de
alto, anuales o perennes con latex acuoso blanquecino o amarillento hasta
anaranjado o rojizo, erectas o ascendentes, por lo comln espinosas, tallos con
frecuencia muy ramificados, hojas a menudo dispuestas tanto en roseta basal
como alternas sobre el tallo. Sus hojas son lanceoladas de hasta de 35 cm de
largo, botones oblongos de 8 a 18 mm de largo por 4 a 11 mm de ancho con 3 6
mas espinas finas sobre cada sépalo, cuerno apical y su espina de 5 a 12 mm
de largo. Tiene flores de 3 a 7 cm de didmetro; con 6 pétalos amarillos a
blancos o color crema, lanceolados; estambres numerosos (20 a 75) con
filamentos y anteras amarillas. Sus frutos y semillas son similares a una capsula
3 a 6 cm., con espinas mas bien esparcidas, extendidas, blanquecinas,
gruesas, de 6 a 12 mm de largo, a veces mezcladas con otras mas pequenas;
semillas globoso apiculadas, de 1.5 a 2 mm de diametro (Figura 3).

Distribucién Geografica

Planta nativa de México, se distribuye del sur de Estados Unidos hasta regiones
mesoamericanas de México. Se desarrolla principalmente en ecosistemas de
bosque de pino-encino y en zonas aridas. Se ha registrado en Aguascalientes,
Baja California Norte, Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua, Coahuila,
Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de
México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas.

Usos en la Medicina Tradicional

La especie Argemone ochroleuca es conocida con diversos nombres comunes,
entre los que se encuentran: cardo blanco, amapola espinosa palida, chicalote
palido, hierba del diablo, espinosilla. Cuenta con una gran trayectoria de uso
medicinal en México, la referencia mas antigua encontrada, corresponde al
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Figura 3. Argemone ochroleuca Sweet (CONABIO, 2000).
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Cddice Florentino del siglo XVI, que menciona que era utilizada para aliviar el
dolor de ojos al aplicar unas gotas del latex de la planta en ellos. En el siglo XX,
el Instituto Médico Nacional senalé su utilidad como: antiescabiatico,
cicatrizante, contra algunas enfermedades de los ojos y contra dermatosis.
Posteriormente se reportaron sus usos como anticonvulsivo, antidiarreico,
antiespasmadico, antitusigeno, hipnético, narcético y analgésico, asi como para
tratar enfermedades articulares (Sanchez, 2007).

El cardo blanco posee propiedades sudorificas, el jugo de esta planta se
usa contra la hidropesia, las semillas son vomitivas y purgantes, lo mismo que
el aceite que se extrae de ellas. En Brasil se usan cataplasmas para curar las
Ulceras y los bubones sifiliticos. Ademas, se usa para las enfermedades
hepaticas: protege, sana y reconstituye. Algunas personas la utilizan en forma
de té para la diabetes Esta especie es principalmente recomendada para curar
el "mal de ojo" al cual los otomies denominan yiato, afeccién que se manifiesta
por tener los ojos irritados o infectados. Asimismo, es muy frecuente su uso en
problemas dermatoldgicos. Por otra parte, se sugiere tomar la infusiéon de las
semillas antes de acostarse para combatir el insomnio. La infusién hecha con
los pétalos, se emplea para aliviar la tos, tomando una taza durante dos dias,
en la manana y en noche. Para curar la bilis y en casos de diabetes, se bebe en
ayunas el cocimiento de las hojas, al que se le agrega latex. También se
recomienda aplicar masajes con el latex sobre las encias inflamadas, y poner
las hojas machacadas en las sienes cuando hay dolor de cabeza. Se menciona
su uso medicinal contra gingivitis, reumas, mal de orin, mal de ojo, y aire malo.
Se le atribuyen propiedades como antiespasmaédico y narcético. En estos casos
las fuentes no mencionan qué parte de la planta se ocupa ni como (Sanchez,
2007).
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Estudios Fitoguimicos

Se conocen varios estudios con la principal especie del género Argemone, que
es Argemone mexicana. De esta se ha reportado la presencia principalmente de
alcaloides como berberina, protopina, sanguinarina e isoquinolinas, también de
flavonoides, compuestos fendlicos, aminoacidos, carbohidratos y acidos grasos
(Stermitz y col., 1969; Bhardwaj y col., 1982; Saleh y col., 1987; Fletcher y col.,
1993). Chang en 2003 reportdé el aislamiento de varios alcaloides de
benzofenantridina 'y bencilisoquinolina con actividad antitumoral vy
antiproliferativa en Argemone mexicana.

Han sido reportadas diversas actividades farmacologicas del género
Argemone entre las que se encuentran: anti-inflamatoria (Sukumar y col., 1984),
antimicrobiana (Zavala y col., 1997), espasmolitica en ileon de cobayo
(Piacente y col., 1997) y antiprotozoaria contra Plasmodium falciparum (Bourdy
y col., 2004). Adicionalmente, Fernandez y colaboradores publicaron que el
flavonoide isoquercitrina aislado de Argemone platyceras inhibe las
contracciones inducidas por carbacol y leucotrieno D4 en vias aéreas de
cobayo (Fernandez y col., 2005).

Sin embargo se conocen pocos reportes acerca del estudio quimico de la
especie Argemone ochroleuca. Se han identificado acidos grasos (Fletcher y
col., 1993) y diversos alcaloides, tales como: sanguinarina, queleritrina,
protopina, berberina, dihidrosanguinarina, dihidroquelerithrina, a-allocriptopina,
heleritrina, queilantifolina, scouletrina, reticulina y coptisina (Haisova y Slavik,
1973; lIsrailov y col., 1986; Chelombit’ko y Nazarova, 1988; Takken y col.,
1993). Sanchez en 2007, report6 el mecanismo de accion relajante de berberina
en anillos de traquea de cobayo.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion del Extracto Metandlico

La planta fue colectada en el municipio de Santa Ana, Sonora y la especie fue
identificada por el Herbario de la Universidad de Sonora. El material vegetal se
secd a temperatura ambiente y se homogeniz6 a un tamafno de malla de 2-3
mm en un molino tipo Whiley. A una cantidad determinada del homogenizado,
se le adicion6 metanol (1:10 peso/vol) y se mantuvo a temperatura ambiente
con agitaciéon periédica. Se filtr6 en papel Whatman No. 2 y posteriormente el
extracto metandlico recolectado se concentr6 en un evaporador rotatorio a 40°C

bajo presién reducida.

Obtencion de Fracciones del Extracto Metandlico

El extracto metandlico se fracciond con los solventes: hexano, acetato de etilo y
etanol. Se realizaron tres lavados con 400 mL de cada uno de los solventes,
con agitacion constante por al menos 12 horas. El volumen de solvente
obtenido (1,200 mL) fue evaporado en un rotavapor a una temperatura de 50°C
y a presion reducida. Se obtuvieron cuatro fracciones de distinta polaridad del
extracto metandlico, la primera (F1) fue la fraccion de hexano, la segunda (F2)
la fraccion de acetato de etilo, la tercera (F3) la fraccion de etanol y (F4) el
residuo.

Una vez obtenido el extracto metandlico y sus fracciones se procedié a la
preparacién de soluciones primarias de 40 mg/mL y se congelaron para su uso
posterior en los ensayos de proliferacién frente a distintas lineas celulares

cancerosas.
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Actividad Bioldgica del Extracto Metandlico y de las Fracciones de
Argemone ochroleuca

Lineas Celulares

Se emplearon las lineas celulares cancerosas murinas M12.A*.C3F6 (linfoma
de células B) y Raw 264.7 (macréfago/monocito transformado por virus de
leucemia de Abelson). Ademas se emplearon lineas celulares cancerosas
humanas Hela (adenocarcinoma de cérvix), A-549 (adenocarcinoma de
pulmén) y LS-180 (adenocarcinoma de colon). Como control de células
normales se empled la linea celular murina L929 (tejido conectivo). Todas las
células fueron obtenidas en American Type Culture Collection (ATCC). Los
cultivos se mantuvieron en el medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado al 5% con suero fetal bovino a una temperatura de 37°C, y en
una atmosfera de 5% de COs.

Evaluacion de la Proliferacion Celular Mediante el Ensayo de MTT

Para evaluar la actividad antiproliferativa de los extractos y compuestos
obtenidos de la planta, se utilizaron las lineas celulares descritas anteriormente.
Estas células se incubaron a una concentracién de 10,000 células/pozo, en
placas de 96 pozos de fondo plano en presencia de diferentes concentraciones
(diluciones seriadas desde 400 pug/mL hasta 6.25 ug/mL) de los extractos a
estudiar y por triplicado. Los -cultivos celulares se mantuvieron a una
temperatura de 37°C, en una atmoésfera de 5% de CO. y una humedad relativa
del 80-90% en incubadora, por un periodo de 48 horas. Posteriormente, se
anadio la sal de MTT y se incubd por 4 horas para evaluar la proliferacion
celular (Velazquez y col., 2007).

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico que mide la proliferaciéon y
viabilidad de un cultivo celular. Se basa en la habilidad de las enzimas
mitocondriales deshidrogenasas (reductasas), presentes sélo en células
viables, de unirse a los anillos de la sal de tetrazolio (MTT) de coloracién
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amarilla [bromuro de 3-(4,5-dimetitiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolio], para reducirlo
a cristales de formazan de color azul-purpura, dichos cristales son
impermeables a la membrana celular, dando como resultado una acumulacién
de éstos dentro de las células sanas. Los cristales de formazan resultantes se
solubilizan con isopropanol acidico y la absorbancia de la solucion colorida se
lee a 570nm - 655nm en un lector de ELISA (Velazquez y col., 2007).

Analisis Estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos de los ensayos de actividad
antiproliferativa se realizaron graficas de concentracién/proliferacion calculadas
con el programa GRAPH PAD PRISM 3.

Después para obtener los valores de la concentracién inhibitoria de
crecimiento 50 (ICsp) se cred una base de datos en el paquete Microsoft Excel
2007 y se calculdé mediante un analisis de regresién lineal (ecuacién de la recta:
y = m x + b), esto para las graficas que mostraran un comportamiento dosis-
dependiente. En el caso de los valores que no mostraran este comportamiento
el valor de ICsy se calculé por medio de una regresién no lineal logaritmica
(ecuacién de la recta: y = m Inx + b).

Finalmente se llevé a cabo un andlisis de comparacion de medias por
medio de la prueba de Tukey (P<0.05) haciendo uso del programa SAS (SAS
Institute, 2005). Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado.

Fraccionamiento y Purificacion de Compuestos Activos

Fraccionamiento por Cromatografia

Las fracciones de la planta que presentaron actividad biolégica se fraccionaron
mediante cromatografia en columna de silica gel (Liu y col., 2008) (Instituto de
Quimica, UNAM). Para esto se utilizaron 5 gramos de la fraccién activa, se

sometieron a cromatografia en columna con silica gel 30-70 mesh como fase
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estacionaria y como fase moévil una mezcla hexano, acetato de etilo, etanol y
agua en gradiente. Se colectaron fracciones de un volumen de 200 a 250 mL y
posteriormente se procedié a la evaporacion del disolvente. Se realiz6 una
cromatografia en capa fina para juntar las fracciones con patrones
cromatograficos similares. Esto se llevd a cabo utilizando cromatofolios de silica
gel 60 (0.20 mm) F254 (Alltech) que se revelaron mediante una lampara de UV

(Spectroline CM-10) y exposicién a sulfato cérico.

Cromatografia Liquida de Alta Presiéon (HPLC)

Para la separacion e identificacion de compuestos mediante HPLC (Hernandez
y col., 2007; Velazquez y col., 2007), se utilizé6 un equipo RP-HPLC Varian Pro-
Star 320 (Centro de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo, CIAD),
equipado con una columna Lichrospher 100 RP-18 (150x4mm, 5um de tamano
de particula) y como fase moévil un gradiente de metanol (A) y acido formico 5%
(B), a un flujo de 1 mL/min, iniciando con 30% de B por 15 min, hasta alcanzar
40% de B a los 20 min, 45% a los 30 min, 60% a los 50 min y 80% a los 52 min,
manteniéndose asi por 60 min. Para el seguimiento de las fracciones, se utilizé
un detector UV-Vis (Varian) a 280 nm.

Caracterizacion de Compuestos

Infrarrojo

El analisis por Infrarrojo se realiz6 en un espectrofotometro FT-IR Perkin Elmer
Modelo Spectrum GX, formando pastillas con bromuro de potasio.

Resonancia Magnética Nuclear

Los analisis por RMN de 'H y 'C se realizaron en un espectrémetro Bruker
modelo Avance 400, que opera a 400 MHz, usando tetrametilsilano como
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referencia interna. Los compuestos se disolvieron en metanol deuterado
(CD30OD) (Nonin-Lecomte y col., 2006) (Departamento de Polimeros, UNISON).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion del Extracto Metanélico de Argemone ochroleucay sus
Fracciones
Para la obtencién del extracto crudo metandlico se emplearon 1.3 kg de
material vegetal, el cual una vez seco fue llevado a molienda hasta obtener un
polvo homogéneo. De la extraccibn con metanol se obtuvieron 150 g de
extracto metandlico (12% de rendimiento).

Una vez obtenido el extracto metandlico, se fraccioné utilizando
disolventes en orden creciente de polaridad, siendo hexano, acetato de etilo y
etanol. A partir de 75 g del extracto metandlico, se obtuvieron 15 g de fraccién
hexanica (20% de rendimiento), 10 g de fraccion de acetato de etilo (13% de
rendimiento), 8 g de fraccidn etandlica (11% de rendimiento) y 40 g de fraccion
residual (53% de rendimiento).

Actividad Antiproliferativa del Extracto Metandlico y sus Fracciones

Para la evaluacién de la actividad del extracto metandlico y las fracciones de
Argemone ochroleuca se realiz6 el método colorimétrico del MTT, utilizando
diversas lineas celulares cancerosas y una linea celular no cancerosa como
control. En este trabajo, la actividad de los extractos se consideré alta si el ICsg
era < 30 pg/mL, media entre 30 — 100 uyg/mL y baja >100 pg/mL (Suffness y
Pezzuto 1990; Moo-Puc, 2009).

Primeramente se evalud la actividad del extracto crudo metandlico en
una gama de concentraciones desde 3.1 hasta 400 pug/mL, encontrando una
actividad antiproliferativa importante, obteniendo valores de ICsy para
M12.A*.C3F6 de 18.845.8 pg/mL, para Raw 264.7 de 18.2+2.6 pg/mL, para
Hela, 132.6+£13.3 ug/mL, en el caso de A-549 de 78.8+£3.0 ug/mL y finalmente
para LS-180 de >100 pug/mL. Observando los resultados anteriores se puede
destacar que el extracto metandlico tuvo una mayor actividad en las lineas

29



celulares M12.A*.C3F6 y Raw 264.7. En el caso de la linea celular no
cancerigena L929 se obtuvo un valor de ICsy de 336.0£3.3 pg/mL,
concentracion mucho mayor que las que tuvieron efecto en las lineas celulares
cancerosas, indicando esto una cierta especificidad de los extractos contra las
lineas celulares cancerosas en comparacion con nuestro control de crecimiento
celular normal (Figura 4).

Una vez obtenida la informacion de actividad antiproliferativa del extracto
metandlico, se procedié a evaluar la actividad de las fracciones obtenidas del
mismo. En el caso de la linea celular M12.A*.C3F6 (Figura 5) se observé una
actividad baja para la fraccion hexanica y actividad media de acetato de etilo,
obteniendo valores de ICso de 128.5+7.4 y 75.5+4.5 ug/mL respectivamente,
mientras que para las fracciones etandlica y residual se observo una actividad
alta con valores de 1Cso de 24.2+1.1 y 29.5+3.4 ug/mL respectivamente. Para la
linea celular Raw 264.7 (Figura 6) se obtuvieron valores de ICsp para la fraccion
hexanica de 122.4+8.5 pg/mL y para acetato de etilo de 84.5t4.6 pg/mL,
mientras que para la fraccién etandlica se obtuvo un valor de 27.4+8.3 y para la
residual de 32.3+6.0 pg/mL. Para la linea celular HeLa (Figura 7) se observo
una menor actividad para todas las fracciones. Para las fracciones hexanica y
de acetato de etilo se observé una actividad baja, obteniendo en el caso de la
hexanica un valor de ICsy de 384.3+1.0 ug/mL y para la de acetato de etilo se
obtuvo un valor de 329.8+0.5 pug/mL. Para la fraccion etandlica y residual, se
observé una actividad media (99+0.2 ug/mL) y baja (158.0+28.0 pg/mL).

Para la linea celular A-549 (Figura 8) se observé una actividad
moderada, obteniendo para todas las fracciones valores de 1Cso >100 pg/mL. En
el caso de la linea celular LS-180 (Figura 9), para las fracciones hexanica y de
acetato de etilo se obtuvieron valores de ICsp >100 pg/mL, mientras que para
las fracciones etandlica y residual se obtuvieron valores de 63.6+8.3 y 71.6+7.5
ug/mL, respectivamente. Finalmente para la linea celular control L929 (Figura
10) se observé una baja actividad antiproliferativa para todas las fracciones,
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obteniendo valores de ICsy para la fraccion hexanica de 200.2+1.8 pg/mL,
acetato de etilo de 132.5+14.3 pg/mL, etandlica de 169.6+4.3 yg/mL y para la
residual de 346.2+17.6pug/mL. En la Tabla Ill se presenta un resumen de la
actividad antiproliferativa del extracto metandlico y sus fracciones frente a las
lineas celulares.

Al comparar estos resultados se puede destacar un estudio realizado por
Uddin en 2001, en el cual se evalu6 la actividad citotoxica de extractos
metandlicos obtenidos de 16 plantas de la flora de Bangladesh, entre ellas
Argemone mexicana, contra 3 lineas celulares cancerosas humanas (AGS de
estomago, HT-29 de colon y MDA-MB-435S de mama) utilizando el ensayo de
MTT. Ellos encontraron una baja actividad del extracto metandlico, resultando
en un valor de ICso > 2500 pg/mL, valor muy por encima de lo encontrado en el
presente trabajo. Otro estudio relevante es el realizado por Kumar (2010),
donde probd el extracto metandlico de Argemone mexicana contra distintas
lineas celulares humanas cancerosas (A-549 de pulmén, Hep-2 de higado, HT-
29 de colon, IMR-32 de neuroblastoma), empleando el método de
Sulforodamida B, el cual mide inhibicién celular y es comparable con el método
del MTT utilizado en este estudio. Empled una concentracion de 100 pug/mL del
extracto metandlico y se reportaron valores de inhibicién del 83% en la linea
celular A-549, sin actividad para Hep-2, para HT-29 99% y para IMR-32 96%;
en el caso del extracto metandlico se obtuvieron valores de inhibicién a 100
ug/mL entre 70 y 80%, valores muy relacionados con lo reportado.
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Fraccionamiento y Purificacion de Compuestos Activos

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) del Extracto Metandlico
y la Fraccion Etandlica

Se realiz6 un HPLC del extracto metandlico y de la fraccién etandlica, la cual
resultd ser la que tuvo mayor actividad antiproliferativa, esto para comparar la
diferencia del numero de compuestos presentes en su perfil quimico (Figura
11). Los resultados sugieren que en la fraccién etandlica se conservan la
totalidad de las sefales presentes en el extracto metandlico, variando sélo en
proporcién de los picos, algunos de ellos expresandose en menor grado
(11.500, 21.717, 24.331, 26.048 minutos) y otros con mayor intensidad (22.772,
31.500, 36.976, 38.450 y 65.626 minutos).

Debido a las condiciones del HPLC, el cual es de fase reversa, se puede
inferir que la mayoria de los picos que aparecieron antes de los 30 minutos de
la cromatografia se pueden tratar de compuestos de naturaleza muy polar,
debido a que el disolvente mayoritario es agua, mientras que el resto de las
sefnales las cuales aparecen después de este tiempo son mayormente afines al
metanol, indicando compuestos con un menor grado de polaridad en

comparacion.

Fraccionamiento por Cromatografia en Columna

Se determind que la fraccion con mayor actividad antiproliferativa fue la fraccion
etandlica y ésta se fraccion6 por columna.

Antes de llevar a cabo el fraccionamiento, se determiné la mezcla de
disolventes que permitiria separar de una manera adecuada a la muestra. Para
esto se utilizaron cromatofolios de silica gel de 2.5 x 7 cm y como mezclas de
disolventes hexano/acetato de etilo 75:25, 7:3, 6:4, 1:1, acetato de etilo, acetato
de etilo/metanol 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, obteniendo que la mezcla acetato/metanol a

cualquier proporcién proporciond la mejor separacién de la muestra.
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Del fraccionamiento por columna se obtuvieron 230 fracciones y se
juntaron por semejanza en la cromatografia en capa fina, obteniendo finalmente
41 fracciones. El porcentaje de recuperacion de la columna fue de 70%. En la
Tabla IV se resumen los detalles de las fracciones colectadas durante la

cromatografia.

Actividad Antiproliferativa de las Fracciones Cromatograficas

Se probd la actividad antiproliferativa de las 41 fracciones cromatogréaficas
obtenidas del fraccionamiento en columna a una concentracion de 50 pg/mL
contra la linea celular cancerigena M12.A*.C3F86, resultando que sélo 2 de las
41 fracciones (JF33, JF34) alcanzaron valores de 1Csy < 50 pg/mL (Figura 12).
Posteriormente, se evaluaron las 2 fracciones mas activas contra la linea celular
M12.A*.C3F6 en una gama de concentraciones de 100 a 0.781 pg/mL,
observando una alta actividad con valores de ICso para JF33 de 3.4+0.6 ug/mL,
mientras que para JF34 de 2.4+£0.4 ug/mL (Figura 13y 14).

Después las 2 fracciones mas activas fueron probadas contra las otras
lineas celulares cancerosas. Para Raw 264.7, se observd una actividad alta,
obteniendo valores de ICso para JF33 de 5.4+0.1 pg/mL y para JF34 de 2.710.1
ug/mL. En el caso de la linea celular HeLa se observd una actividad media,
obteniendo valores de 1Csy para JF33 de 83.3122.2 ug/mL y para JF34 de
79.5+11.5 pg/mL. Para la linea celular A-549 se observd una baja actividad
para ambas fracciones, obteniendo valores de 1Cso >100 ug/mL. En el caso de
la linea celular LS-180 se obtuvieron para JF33 valores de 1C5, de 83.0+6.9
ug/mL y para JF34 de 44.5+0.1 pg/mL. Finalmente, contra la linea celular
normal L929, un valor de ICso > 100 pg/mL, indicandonos esto una especificidad
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Tabla IV. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna de la fraccién
etandlica de Argemone ochroleuca.

Fraccion Disolvente en columna Peso (mg) Rendimiento (%)
JF1 (1-2) Hex 5.4 0.108
JF2 (3) Hex/AcOEt 1:1 1.7 0.034
JF3 (4-5) Hex/AcOEt 1:1 129.8 2.596
JF4 (6-7) Hex/AcOEt 1:1 36.5 0.73
JF5 (8-13) Hex/AcOEt 1:1 17.5 0.35
JF6 (14-17) Hex/AcOEt 1:1 12.9 0.258
JF7 (18-19) Hex/AcOEt 1:1 7.6 0.152
JF8 (20-25) Hex/AcOEt 1:1 14.7 0.294
JF9 (26-27) Hex/AcOEt 1:1 3.8 0.076
JF10 (28-31) Hex/AcOEt 1:1 9.6 0.192
JF11 (32-36) Hex/AcOEt 3:7 59.4 1.188
JF12 (37,39,40, 41) Hex/AcOEt 3:7 25.2 0.504
JF13 (38) Hex/AcOEt 3:7 7.4 0.148
JF14 (42) Hex/AcOEt 3:7 10.7 0.214
JF15 (43-45) AcOEt 29.4 0.588
JF16 (46-56) AcOEt 62.2 1.244
JF17 (57-62) AcOEt 33 0.66
JF18 (63-66) AcOEt/MeOH 95:5 61.9 1.238
JF19 (67) AcOEt/MeOH 95:5 16.7 0.334
JF20 (68-71) AcOEt/MeOH 95:5 30.6 0.612
JF21 (72) AcOEt/MeOH 95:5 6.4 0.128
JF22 (73) AcOEt/MeOH 95:5 12.7 0.254
JF23 (74-76) AcOEt/MeOH 95:5 9.7 0.194
JF24 (77-80) AcOEt/MeOH 95:5 13.8 0.276
JF25 (81-88) AcOEt/MeOH 95:5 30.9 0.618
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etandlica de Argemone ochroleuca (Continuacion).

Tabla IV. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna de la fraccién

JF26 (89-97)
JF27 (98-105)
JF28 (106-113)
JF29 (114-121)
JF30 (122-125)
JF31 (126)
JF32 (127)
JF33 (128-129)
JF34 (130-137)
JF35 (138-153)
JF36 (154-162)

JF37 (163-185)

JF38 (186-201
JF39 (202-210
JF40 (211-221
(

)
)
)
JF41 (222-230)

AcOEt/MeOH 95:5
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeCOH 9:1
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeCOH 7:3
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 1:1

163-176 AcOEt/MeOH 1:1
177-185 MeOH

MeOH
MeOH/H,0O 9:1
MeOH/H,0O 9:1
MeOH/HO 7:3

22
300.8
121.7

84.4

26.9

34.5
140.5
310.5
262.2
133.9
284.7

187.5

103.2

100.4

87.6
2.0

0.44
6.016
2.434
1.688
0.538

0.69

2.81

6.21
5.244
2.678
5.694

3.75

2.064
2.008
1.752
0.04
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Figura 13. Actividad antiproliferativa de la fraccién cromatografica JF33 frente a
la lineas celulares cancerosas M12.A*.C3F6, Raw 264.7,. HelLa, A-549, LS-180

y la linea celular normal L929.
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y la linea celular normal L929.
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de los extractos contra las lineas celulares cancerosas en comparacion con
nuestro control de célula normal (Figura 13, 14).

Como se puede observar en los resultados anteriormente mostrados, las
concentraciones probadas asi como el grado de actividad de las fracciones
cromatograficas es mayor que el extracto metandlico y las fracciones obtenidas
del mismo. Esto indica que el fraccionamiento cromatografico incrementa el
grado de actividad biolégica.

Ademas de probar la actividad antiproliferativa de las fracciones
cromatograficas, se evalué de manera adicional la actividad antiproliferativa de
una serie de drogas conocidas por su actividad anticancerigena y antitumoral,
esto para comparar el grado de actividad de las fracciones con respecto a
compuestos ya usados en la actualidad. Las drogas utilizadas fueron
doxorrubicina, 5-fluoracilo y colchicina.

Doxorrubicina es un antibiético quimioterapéutico perteneciente a la
familia de las antraciclinas, cuyo mecanismo de acciéon es complejo y se piensa
que actia mediante intercalacion en el ADN. Se sabe que al intercalarse inhibe
la biosintesis de acidos nucleicos, pues dificulta el avance de la enzima
topoisomerasa |l, deteniendo asi el proceso de replicacion del ADN. En el caso
de doxorrubicina se obtuvieron los siguientes valores de ICsy para las lineas
celulares cancerosas M12.A*.C3F6 de 0.6 + 0.01 ug/mL (0.5 - 1 pM), Raw 264.7
de 0.8+0.2 pg/mL (0.125 - 0.25 uM), HelLa de 2.3+0.3 pg/mL (1.25 - 2.5 uM),
para A-549 de 1.9+0.7 ug/mL (2- 4 uM) y LS-180 de 2.5+0.3 pg/mL (2- 4 uM) y
finalmente para la linea celular normal L929 se encontrd un valor >60 ug/mL
(>100 pM).

5-Fluoracil es un analogo de pirimidina perteneciente a una familia de
medicamentos conocidos como antimetabolitos y es empleado como un potente
agente antitumoral, debido a que interviene en la sintesis de ADN e inhibe en
cierto grado la formacién de ARN, uniéndose de forma irreversible a la enzima

timidilato sintasa, esencial para la sintesis de nucleétidos de timina. Para 5-
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Fluoracil se obtuvieron los siguientes valores de ICsy para las lineas celulares
cancerosas, para M12.A*.C3F6 de 1.9 + 0.6 (1.25 - 2.5 pM), Raw 264.7 de
0.6+£0.1 (0.5 - 1 pM), para HelLa, A-549, LS-180 y para la linea celular normal
L929 se obtuvo un valor >130.08 pg/mL (>100 puM).

Colchicina es un alcaloide aislado de varias especies del género
Colchicumy se utiliza como farmaco antimitético que detiene o inhibe la divisién
celular en metafase o en anafase, previniendo la proliferacién celular. Para esta
droga, en la mayoria de las lineas celulares, se reportan rangos de valores
debido a que todos los experimentos muestran una inhibicion similar a las
diferentes concentraciones evaluadas, es decir, su comportamiento no fue dosis
dependiente, de tal forma que no se puede calcular la ICsy. Se obtuvieron los
siguientes valores de ICs, para las lineas celulares cancerosas M12.A¥.C3F6 se
obtuvo un valor >39.94 ug/mL (>100 uM), Raw 264.7 de 0.06+0.02 ug/mL (0.05
- 1 uM), para HelLa un valor >39.94 ug/mL (>100 uM), para A-549 un valor de
0.9+0.3 (0.1 - 12.5 uM), y para LS-180 se obtuvo un valor de 3.6£0.4pug/mL (0.1
- 12.5 yM), y finalmente para la linea celular normal L929 se obtuvo un rango
>39.94 pg/mL (>100 pM).

En la Tabla V se resumen los resultados de la actividad antiproliferativa
de las fracciones cromatograficas activas y de las drogas de referencia. Al
analizar y comparar los resultados obtenidos, se pudo observar que los valores
de ICso resultantes de las drogas tanto para las lineas celulares cancerosas
M12.AX.C3F6 y Raw 264.7 y la linea celular normal L929, se encuentran en
rangos de concentraciones cercanos a los de las fracciones cromatograficas. Es
de gran importancia resaltar este hecho, debido a que los compuestos utilizados
como drogas de referencia estan plenamente caracterizados, por lo tanto su
actividad es mayor a concentraciones muy bajas, mientras que en las
fracciones cromatograficas pueden encontrarse presente mas de un

compuesto.
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También se observd que el grado de actividad de las drogas fue distinto
para las lineas celulares cancerosas humanas Hela. A-549 y LS-180,
observando una menor actividad antiproliferativa por parte de las fracciones
cromatograficas en comparaciéon con las otras dos lineas celulares cancerosas
M12.A*.C3F6 y Raw 264.7. Esto puedo deberse al grado de sensibilidad de la
linea celular, determinado a si es de origen humano o murino, o también el tipo
de cancer del que se derivd, afectando de esta manera el grado de actividad de
las fracciones.

Finalmente se pudo resaltar que se mantuvo un grado distinto de
actividad para la linea celular normal L929, siendo menos afectada por las
drogas de referencia, indicandonos esto también una cierta especificidad contra
las lineas celulares cancerosas en comparacién con nuestro control de célula
normal.

En un estudio realizado por Chwen en 2003, se evalu6 el efecto
citotéxico de 11 alcaloides del tipo benzofenantridina y bencilisoquinolina
aislados de Argemone mexicana, a una concentracion de 150 uM contra 2
lineas celulares cancerosas (Hone-1 de carcinoma nasofaringeo y NUGC de
cancer estomacal) por el método de MTT, obteniendo valores de inhibicion del
90 al 100%. Otro estudio es el de Ulrichova en 2001, en donde evalué 3
alcaloides cuaternarios del tipo benzofenantridina aislados del extracto
metandlico de Macleaya cordata, por el método del MTT a un rango de
concentraciones de 0.1 a 100 uM contra hepatocitos humanos y porcinos,

encontrando valores de 1Csq entre 25 y 50 pM.
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Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) de la Fraccidn
Cromatografica Activa JF34

Después de la evaluacién de la actividad antiproliferativa de las 2 fracciones
cromatograficas activas, se determin6é que la fraccion JF34 tuvo mejores
resultados, por lo que se le realizé un HPLC para determinar su perfil quimico.
En la Figura 15 podemos observar la comparacién entre el extracto metandlico,
la fraccion etandlica y la fraccidon cromatografica JF34. Se debe hacer notar que
la mayoria de las senales han desaparecido, y las pocas senales conservadas
estan aumentadas en en gran proporciéon en la fraccién JF34 (27.139, 31.500,
38.450, 49.900, 60.733 y 62.101 minutos). Esto nos sugiere que la variacién en
presencia y proporcién de las senales podrian tratarse de los compuestos
responsables de la actividad antiproliferativa de la fraccién cromatografica JF34.

Caracterizacion Quimica de Compuestos Activos

Analisis de Infrarrojo (IR)

La absorcion de las moléculas organicas presentes en la fraccion JF34 (Figura
16) presentd bandas en la regiéon 900 — 600 cm-1 y en la regién 2070 cm-1 que
corresponde a los sobre tonos caracteristicos de anillos aromaticos.

Los estiramientos a 1037 cm™ son ocasionados por enlaces C-O y la
absorcién a 1231, 1280 y 1390 cm™ se pueden asignar a estiramiento C-N de
compuestos aromaticos aminados. Las sefiales a 1603 y 1679 cm™ pueden
corresponder a enlaces C=C, C=0 y C=N. La banda observada a 2329 cm"
puede asignarse a triple enlaces carbono - carbono y carbono - nitrégeno. La
banda a 3300 cm™ se debe a estiramientos O-H (Silverstein, 2007).

La bibliografia menciona que el ion amonio muestra una fuerte banda de
flexion a los 1429 cm™. El grupo NHs* de la sal de una amina primaria absorbe
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cerca de 1600-1575 y 1550-1504 cm™. Estas bandas son originadas por
flexiones asimétricas y simétricas del NH3*, las cuales se presentan como una
banda débil de flexién asimétrica del NHs* a 1660-1610 cm™ y una fuerte banda
de flexion simétrica cerca de 1550-1480 cm™', ademas se ha reportado que una
banda de absorcién 1665 cm™ indica la presencia de grupos amina carbonilo
(Chwen, 2003).

Lo anterior concuerda con las bandas del espectro para la fraccion 34
donde se tienen bandas a 1505 y 1670 cm™, por lo cual el ion amonio podria

estar presente en la fraccién.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los resultados de RMN de protén (RMN 'H) de la fraccién 34 (Figura 17)
muestran la presencia de dos singuletes de campo bajo en las regiones
cercanas de 9.0 y 8.0 ppm (partes por millén. En la bibliografia se indica que las
senales en la regién de 8.0 ppm son caracteristicas de sales de amonio
(Buitimea, 2010).

También se observan sefales sencillas y dobles en la regién de 7.0 ppm
y una sefnal a 6.0 ppm), indicando la presencia de estructuras aromaticas. Las
senales observadas a 6.0 ppm se asignan a desplazamientos quimicos de
estructuras de anillos aromaticos fusionados y esta reportado que corresponden
a desplazamientos quimicos de protones en anillos heterociclicos tipo
metilendioxi (O-CH.-O) (Silverstein, 2007).

En la region 3.0 y 5.0 ppm se identificaron sefiales que pueden
pertenecer a enlaces tipo algueno (C=C), éteres (RO-CH), C-O y C-N (Buitimea,
2010). También se hace referencia a estas senales en la bibliografia a que
corresponden a protones de grupos metileno (Al-Hayyan, 2006).

Los desplazamientos quimicos observados a 2.0 ppm se identificaron
como senales que pueden pertenecer protones en enlaces del tipo R-COCH y
alcanos saturados (R-H) y arilos (Ar-CH).
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Segun las referencias consultadas acerca de las sefales obtenidas para
la fraccibn 34 son caracteristicos de alcaloides cuaternarios del tipo de la
protoberberina (Shama, 1972).

Los resultados de IR y RMN 'H sugieren que el o los posibles
compuestos identificados en la fraccion JF34 contienen grupos amonio, uniones
del tipo OCH,0 y grupos aromaticos. De acuerdo a la bibliografia los tipos de
metabolitos que poseen este tipo de grupos quimicos son los alcaloides, los
cuales se encuentran en los vegetales como sales de acidos organicos
(Dominguez, 1979).

Los alcaloides de isoquinolinicos se caracterizan estructuralmente por
tener en comiun un esqueleto de isoquinolina, frecuentemente
tetrahidroisoquinolina. Modificaciones posteriores en su estructura, tales como 9
anillos y sustituyentes, conducen a una amplia variedad estructural (Diaz,
2003).

También se llevé a cabo una RMN de carbono (RMN *C) de la fraccién
34 (Figura 18) en la cual se obtuvieron sefales con poca claridad, esto debido a
que la concentracion de la muestra no fue la adecuada para realizar este
analisis, ya que se encontraba muy diluida. Sin embargo se pudieron detectar
una serie de sefales en campo bajo entre 160 y 140 ppm, sefales que segun lo
reportado pueden pertenecer a estructuras aromaticas y enlaces C=C, asi como
también una serie de sefales en campo alto, entre 70 y 40 ppm, que pudieran
adjudicarse a estructuras con enlaces C-O, C-N, C-Ar, las cuales estuvieron en
concordancia con los resultados encontrados en IR y RMN 'H.

En un estudio realizado en Arabia Saudita sobre Argemone ochroleuca
se caracterizaron 8 alcaloides de bencilisoquinolina (Al-Hayyan, 2006). Entre
estos se identificaron alcaloides de benzofenantridina que presentan
propiedades fisicas, quimicas y caracteristicas estructurales con la fraccién 34,
estos son: sanguinarina, reportado como cristales blancos, solubles en

cloroformo y metanol, exhibiendo una fluorescencia color naranja en solucion;
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queleritrina, reportado como cristales rosas, solubles en cloroformo y metanol,
exhibiendo una fluorescencia amarilla bajo luz UV, y ()8
acetonildihidroqueleritrina, reportado como cristales amarillos, solubles en
cloroformo y metanol, exhibiendo una fluorescencia amarilla bajo luz U.V.;
ademas de un alcaloide cuaternario protoberberinico, la berberina, reportado
como cristales amarillos, solubles en cloroformo y metanol, con una
fluorescencia amarilla en U.V.

Dentro de las propiedades que posee la fraccién JF34 podemos destacar
que se present6 en forma de cristales amarillos, soluble en metanol, de un color
amarillo fluorescente en solucién, ademas de que presenta una fluorescencia
amarilla en U.V.

De acuerdo a la informacién reportada en la bibliografia y considerando
las caracteristicas de la fraccion JF34, se pueden relacionar a los compuestos
presentes en la muestra con estructuras quimicas del tipo de la berberina.
Haciendo una comparacion con los espectros de RMN 'H reportados para este
alcaloide, se vio una alta similitud (Figura 19). En la Figura 20 se puede
observar que la mayoria de las sefnales registradas en el espectro reportado
para berberina estan en el espectro que se obtuvo de la fraccién 34. También al
comparar el espectro de RMN '3C reportado para berberina con el obtenido
para JF34 se pudo observar de que la mayoria de las senales estuvieron
presentes y se encontraron en la misma regién que las reportadas, lo cual se
puede observar en la Figura 21 y 22.

En el espectro RMN 'H y °C de la fraccién JF34 se puede observar que
aparecen otras sefales adicionales, aparte de las asignadas para berberina, lo
qgue nos puede indicar la presecia de otros compuestos presentes en la muestra
y que no fueron identificados. Se reporta en la bibliografia de que los alcaloides
se encuentran en forma de sales de acidos organicos, es decir, el alcaloide

unido a un contraion, en un enlace anion-catiéon. En general, se encuentran en
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las plantas formando sales con el acido acético, oxalico, lactico, malico, tartarico

y citrico.

Propiedades Bioactivas del Alcaloide Berberina

Numerosas propiedades farmacoldgicas se han adjudicado a berberina algunas
de las reportadas han sido antibacterianas, anti-inflamatorias, antimalaricas y
antileishmaniasis (Szeto, 2002), asi como la potenciador de la diferenciacién de
las células normales inducida por el factor de crecimiento nervioso (Shigeta,
2002). También esta reportado que inhibe la secrecion intestinal de iones, la
contraccion del musculo liso y taquiarritmias ventriculares, que antagoniza el
efecto del colera y de las enterotoxinas termoestables de Escherichia coli. Otras
propiedades de la berberina incluyen la elevacion del niumero de plaguetas en
pacientes con trombocitopenia primaria y secundaria, la estimulacion de la
secrecion de bilis y bilirrubina. Ademas, la berberina inhibe la transcriptasa
reversa del VIH-1 (Al-Hayyan, 2006)

El uso clinico mas comun de berberina incluye el tratamiento de la
diarrea bacteriana, parasitos intestinales e infecciones oculares causadas por
Chlamydia trachomatis. Algunos estudios también sugieren que Ila
administracion parenteral puede desempenar un papel en la prevencion de la
aparicion de taquiarritmias ventriculares y muerte coronaria subita después de
una lesién de isquemia miocardica (Birdsall, 1997; Szeto, 2002). Esta reportado
también el mecanismo de accidn relajante de berberina de en anillos de tradquea
aislada de cobayo (Sanchez, 2007).

Se han evaluado en diversos estudios los efectos de la berberina varias
lineas celulares cancerosas humanas, tales como tumores cerebrales malignos,
cancer esofagico, nasofaringeo y colorrectal, sin embargo no se ha esclarecido
de manera contundente un mecanismo acerca de coOmo ejerce su actividad
(Vennerstrom y col., 1988, 1990; Zhang, 1990; Okunade y col., 1994; Kuo y col.,
1995; Fukuda y col., 1999; Anonymous, 2000; Hu y col., 2000; lizuka y col.,
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2000). También se investigd que las berberinas, 13-alquil-sustituidas
demostraron tener una mejor actividad que la berberina en contra de ciertas
especies de bacterias y lineas celulares humanas de cancer. El estudio
demostrd que los alcaloides de berberina 13-metil y 13-etil sustituidos inhiben el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y Cox-ll y que pueden ser utiles como
compuestos inmunoterapéuticos para la induccion de la interleucina-12, que es
potencialmente aplicable a los tumores, las enfermedades infecciosas y la
inflamacion de aire manera (Lee, 2003).
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico de Argemone ochroleuca y sus fracciones poseen
actividad antiproliferativa frente a las lineas celulares cancerosas.

La fraccién etandlica posee la mas alta actividad antiproliferativa,
obteniendo valores de ICso (ug/mL) para las lineas celulares cancerosas
M12.AX.C3F6 de 24.2+1.1, Raw 264.7 de 27.4+8.3, HelLa de 99.0+0.2,
para A-549 un valor >100, LS-180 de 63.6+8.3 y para la linea celular
normal L929 de 169.6+4.3.

Se observé que el extracto metandlico. y sus fracciones poseen baja
actividad antiproliferativa frente a la linea celular control normal L929,
obteniendo valores de ICsy entre 132.5+14.3 y 346.2+17.6 pg/mL.

Se observé una alta actividad antiproliferativa en 2 de las 41
subfracciones obtenidas de la cromatografia en columna de la fraccion
etandlica (JF33 y JF34).

Se determiné que la fraccion cromatografica JF34 fue la mas activa,
resultando en valores de ICso (ug/mL) para las lineas celulares
cancerosas M12.A*.C3F6 de 2.4+0.4, Raw 264.7 de 2.7+0.1, Hela de
79.5+11.5, A-549 un valor >100, LS-180 de 44.5+0.1 y para la linea
celular normal L929 un valor >100.

Los resultados de IR y RMN indican que el compuesto mayoritario en la
fraccion cromatografica JF34 que es responsable de la actividad
antiproliferativa, es el alcaloide de isoquinolina llamado berberina.
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