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OBJETIVOS

General

Caracterizar los compuestos quimicos del extracto metandlico de Stegnosperma
halimifolium con actividad antiproliferativa contra las lineas celulares M12.C3.F6, RAW
264.7, HeLa, A549 y L-929.

Particulares

a) Determinar la actividad antiproliferativa del extracto metandlico y las fracciones
de Stegnosperma halimifolium sobre las lineas celulares M12.C3.F6, RAW
264.7, HeLa, A549 y L-929.

b) Elucidar la composicion quimica de los compuestos de las fracciones obtenidas

del extracto metandlico de Stegnosperma halimifolium.



RESUMEN

Aproximadamente el 60% de la poblacion mundial depende enteramente de las plantas
para curar sus afecciones, mismas que han sido reconocidos como una fuente de
medicinas terapéuticas. El uso de plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades como el cancer, tiene una larga historia, ya sea usandolas como terapia
alternativa o en la investigacion de farmacos a partir de plantas medicinales. En estudios
previos, se demostré que el extracto metanolico de la planta Stegnosperma halimifolium
posee actividad antiproliferativa frente a lineas celulares cancerosas como M12.C3.F6,
RAW 264.7 y Hela, sin embargo, se desconocen los compuestos responsables de la
actividad antiproliferativa. El objetivo de este trabajo fue caracterizar los compuestos
quimicos del extracto metanolico de Stegnosperma halimifolium con actividad
antiproliferativa contra lineas celulares. Se recolectd e identifico la muestra de S.
halimifolium, se elaboraron extractos metandlicos de las partes aéreas (tallo y hoja), el
extracto metanolico del tallo fue purificado por medio de extracciones con solventes de
distinta polaridad y la fraccion de hexano con cromatografia en columna y monitoreada
por cromatografia en capa fina. La elucidacion del compuesto espinasterol, fue realizada
con técnicas estructurales como espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear
de proton, carbono y bidimensional. Los extractos metandlicos, fracciones quimicas,
fracciones cromatograficas y el compuesto espinasterol fueron evaluados para
determinar la actividad antiproliferativa por medio del método estandarizado del MTT.
Se obtuvieron los extractos metanolicos de tallo, hoja y una combinacion de tallo y hoja,
de los cuales, el extracto del tallo mostro la mejor actividad antiproliferativa, con un
valor de ICsp de 118 pg/mL frente a la linea celular RAW 264.7. Se obtuvieron las
fracciones de hexano, acetato de etilo y etanol a partir de éste, donde la fraccion de
hexano mostrdé una mayor actividad en las lineas celulares A549 y RAW 264.7 con
valores de ICsp de 68.6 y 65.9 ug/mL respectivamente, y la fraccion de acetato de etilo
en las lineas celulares M12.C3.F6 y RAW 264.7 con valores de ICs, de 78.4 y 50.8

pg/mL respectivamente. Se obtuvieron 16 fracciones cromatograficas a partir de la

Xi



fraccion de hexano, donde las fracciones cromatograficas 7, 9, 10 y 11 mostraron la
mejor actividad frente a la linea celular A549 con valores de ICsy de 60.45, 63.4, 55.22 y
57.39 ug/mL respectivamente. De la fraccién cromatografica 8 se obtuvo el compuesto
espinasterol, el cual mostro actividad frente a la linea celular HeLa con valores de 1Csy
entre los 100.0 — 50.0 pg/mL. Los compuestos responsables de la actividad
antiproliferativa se encuentran en la parte no polar del extracto metandlico, donde el
esterol espinasterol es uno de los compuestos responsables de la actividad

antiproliferativa.
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INTRODUCCION

En la actualidad existe una gran cantidad de procesos infecciosos, patologicos y
degenerativos, que afectan la salud de los seres humanos. Entre estos procesos destaca el
cancer, que mantiene un alto indice de mortalidad a nivel mundial. Algunas sustancias;
(drogas y/o agentes quimicos) son extraidas de distintas especies de plantas como
compuestos bioactivos, los cuales poseen una destacable actividad bioldgica, y son
ampliamente utilizados en medicina para el tratamiento de diversas enfermedades, como

cancer y diabetes (Asanga y col., 2013).

El cancer se origina cuando las células en alguna parte del cuerpo comienzan a
proliferar de manera descontrolada, debido a la acumulacion de alteraciones génicas y
epigenéticas en las celulas, asi como la intervencion de factores extrinsecos no genéticos
que agregan mas complejidad al inicio y progresion de las células cancerosas. Esta
enfermedad tiene uno de los indices mas altos de mortalidad y morbilidad a nivel
mundial, por lo que se considera un problema de salud publica, destacando entre los
tipos de cancer mas comunes el pulmonar, gastrico y mamario (Martin de Civetta y
Civetta, 2011; Valdespino y Valdespino, 2011; OMS, 2015).

Las plantas tienen una larga historia en el tratamiento del cancer; actualmente
muchas personas que padecen esta enfermedad desean someterse a terapias conocidas
como alternativas con productos de uso tradicional. De acuerdo con estadisticas de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las plantas son utilizadas por el 80% de la
poblaciébn mundial para satisfacer o complementar sus necesidades médicas (Laza y
col., 2003; Ocegueda y col., 2005).

Las plantas también suministran la mayoria de los ingredientes activos de los
productos en medicina tradicional, y los extractos de plantas han sido utilizados en

programas de cribado en compafiias farmacéuticas e institutos universitarios. Se estima



que existen alrededor de 250,000 especies de plantas en el mundo y que probablemente
solo al 10% de éstas le ha evaluado algun tipo de actividad biol6gica (Harvey, 2000).

Nuestro pais cuenta con una amplia gama de plantas medicinales usadas en la
medicina tradicional, utilizadas por nuestros antepasados, quienes se valian de ellas para
curar sus afecciones. Entre ellas se encuentra Stegnosperma halimifolium, conocida
comunmente como chapacolor. Estudios previos han demostrado su capacidad
antiproliferativa frente a lineas celulares tipo cancerosas, razon por la cual se busca la
caracterizacion de los diferentes compuestos quimicos mediante el fraccionamiento del
extracto metandlico de esta especie, y por mediante métodos cromatograficos y
estructurales determinar cuales compuestos otorgan la capacidad citotoxica a la planta,
con la finalidad de encontrar nuevas moléculas que se puedan utilizar como auxiliares en

el tratamiento de este padecimiento.



ANTECEDENTES

Cancer

Historia del Cancer

El cancer ha estado presente en seres humanos y animales a través de la historia. No es
sorpresa que desde el amanecer de la historia la gente haya escrito sobre el cancer.
Algunas de las evidencias mas tempranas de cancer son tumores en huesos fosilizados,
momias humanas en el antiguo Egipto y antiguos manuscritos. La descripcion mas
antigua fue descubierta en Egipto y data de alrededor del 3000 A.C., llamada el papiro
de Edwin Smith, que describe 8 casos de tumores y Ulceras de seno que fueron

removidos con cauterizacion.

El origen de la palabra cancer se acredita al médico griego Hipdcrates,
(considerado el padre de la medicina), usando los términos carcinos y carcinoma. El
médico romano Celsus tradujo el término griego a cancer. Galeno, médico griego uso la

palabra oncos para describir los tumores.

Durante el renacimiento, los cientificos desarrollaron una gran comprension
acerca del cuerpo humano. Cientificos como Galileo y Newton comenzaron a usar el
método cientifico, el cual fue utilizado mas tarde para el estudio de la enfermedad.
Autopsias hechas por Harvey (1628) dieron lugar a un mejor entendimiento de la
circulacion sanguinea a traves del corazon y el cuerpo, el cual era un gran misterio. El
cirujano escocés John Hunter sugirio que algunos canceres pueden ser curados por
cirugia. El siglo XIX vio el nacimiento de los oncélogos con el uso de microscopios
modernos en el estudio de tejidos enfermos. Rudolf Virchow, llamado el fundador de la
patologia celular, dio las bases para el estudio patolégico moderno del cancer (American
Cancer Society, 2014).



Estadistica del Cancer

El cancer es una de las enfermedades con mayor indice de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo; en 2012 se reportaron aproximadamente 14 millones de nuevos casos y
8.2 millones de muertes relacionadas con el cancer y se prevé que el nimero de nuevos
casos aumente un 70 % en los proximos 20 afios (de 14 millones en 2012 a 22 millones
en 2030). Los tipos de cancer mas comunes son el pulmonar, hepético, gastrico,

colorrectal, mamario y esofagico (OMS, 2015).

Maés del 60% de los nuevos casos anuales totales del mundo se presentan en
Africa, Asia, América Central y Sudamérica, regiones que representan el 70% de las
muertes por cancer en el mundo. En la region de las Américas, esta enfermedad es
considerada la segunda causa de muerte, donde se estima que 2.8 millones de personas
son diagnosticadas y 1.3 millones fallecen por cancer cada afio; se pronostica que para el
2025 los casos nuevos de cancer en América aumentaran a mas de 4 millones y los
decesos a 1.9 millones. Aproximadamente un 47% de las muertes por cancer en las
Américas en el 2012 se produjeron en América Latina y el Caribe, y las proyecciones
muestran que para el 2030, se diagnosticaran cada afio 1.8 millones de casos nuevos en
esta region (PAHO, 2014; OMS, 2015; OPS, 2016).

En México, el comportamiento historico de la mortalidad por cancer ha tenido
una tendencia ascendente. En 1999 se reportaron 53.6 muertes por cada cien mil
habitantes, cifra que aumentd a 55.2 en 2001. Actualmente se considera la segunda
causa de muerte a nivel nacional, solo por debajo de la diabetes mellitus. En cuanto a la
mortalidad por entidad federativa, los estados que presentan mayor tasa de mortalidad en
hombres son: Sonora, Baja California Sur, Chihuahua, Nuevo Ledn, Sinaloa,
Aguascalientes, Tamaulipas, Baja California, Colima y el Distrito Federal. En las
mujeres la mayor tasa de mortalidad se presenta en Colima, Sonora, Coahuila, Baja
California, Nuevo Leon, Puebla, Morelos, Distrito Federal, Chiapas y Guerrero. Sonora

es uno de los estados que presentan mayor indice de mortalidad debido a esta



enfermedad, destacando entre los tipos de cancer mas comunes el cancer pulmonar,

cancer cervicouterino y de estdmago (Rizo Rios y col., 2015).

Desarrollo del Cancer

El cuerpo humano estd compuesto por millones de células, las células normales del
cuerpo crecen, se dividen formando nuevas células y mueren de manera ordenada. Las
células de nuestro organismo estan diferenciadas para cumplir funciones especificas, y a
excepcion de las células nerviosas, deben reproducirse para reemplazar a las células, que
Ilegadas a su madurez o diferenciacion, deben morir. La division celular esta controlada
por 2 sistemas: uno estimulatorio y otro inhibitorio de los cuales dependen la
normalidad de los tejidos y los o6rganos; dichos sistemas consisten en sustancias
elaboradas por la misma célula o productos de las células vecinas, de la matriz
extracelular o que provienen de otros tejidos distantes (Martin de Civetta y Civetta,
2011; ACS, 2013).

Las células normales estan constantemente sujetas a sefiales que dictan si la
célula puede dividirse, diferenciarse o morir. Las células cancerosas desarrollan un
grado de autonomia de esas sefiales, resultando en un crecimiento descontrolado y
proliferacion, estas células presentan defectos en los circuitos regulatorios que controlan
la proliferacion celular normal y su homeostasis. Presentan 2 principales caracteristicas
hereditarias: se reproducen sin ajustarse a las restricciones normales del crecimiento y
division celular, e invaden y colonizan territorios normalmente destinados a otras células
(Valdespino y Valdespino, 2011; NIH, 2015).

De manera normal el ADN se duplica con un 100% de fidelidad cada vez a traves
del proceso de replicacion, con un pequeiio margen de error en cualquier gen,
incluyendo los responsables del desarrollo del cancer. El dafio al ADN y los errores de
replicacion que no son reparados oportunamente aparecen en la siguiente progenie.
Raramente cuando una célula madre se divide, una de las células hijas sufre los errores

genéticos necesarios para el desarrollo del cancer. Estas células entonces entran a la
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poblacion intermedia, teniendo mayores posibilidades de convertirse en células
cancerosas (Cohen y Ellwein, 1991).

Sin importar cuéantas mutaciones especificas haya involucradas en la
carcinogenesis en un sitio especifico, el proceso ocurre en 3 fases definidas: iniciacion,
promocion y progresion (Figura 1). En la fase de iniciacion, la célula madre se convierte
iniciando con la adquisicion de una o mas mutaciones, que lideran el escape parcial del
control homeostatico de crecimiento. En la segunda fase, la promocion, las células se
expanden clonalmente para dar origen a una poblacion de células iniciadas. Una de esas
células iniciadas adquiere la promociéon de cambios genéticos necesarios para el
desarrollo del fenotipo maligno. Esta es la tercera fase, la conversién maligna, llamada
comdnmente progresion, la cual incluye eventos tales como la evolucion clonal de

tumores, después de su transformacion maligna (Moolgavkar y Luebeck, 2003).

Las células iniciadas muestran ser propensas a la extension clonal, lo que puede
ocurrir autbnomamente o ser estimulada por factores enddgenos o exdgenos.
Actualmente se sabe que la fase de iniciacion requiere un agente que induzca un cambio
irreversible en una célula. La iniciacion seguida de la exposicion de algin mutageno (ya
sea fisico, quimico o bioldgico) resulta en cambios no observables en la célula o la
morfologia, pero tiene una alta posibilidad de desarrollar la formacién de cancer. Existen
sustancias quimicas que pueden actuar como inhibidores o activadores de enzimas que a
su vez pueden facilitar la accion de éstas en el dafio genomico y activar algin oncogen.
Factores fisicos como la luz ultravioleta, rayos X; asi como algunos agentes quimicos y
algunos sindromes genéticos pueden predisponer y afectar a individuos con una serie de
diferentes tipos de cancer. Los recientes descubrimientos de oncogenes y los genes
supresores de tumor han provisto de fuerte evidencia del rol de las mutaciones en el
proceso de carcinogénesis (Luebeck y Hazelton, 2002; Trosko, 2006; Martin de Civetta
y Civetta, 2011).

En la fase de promocion, la célula iniciada incrementa su clonacion, debido a la

exposicion de algunos agentes o condiciones que no inducen un dafio al ADN, pueden
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Figura 1. Proceso de la carcinogénesis.




inhibir la reparacion de ADN dafiado, o causa mutaciones directamente, contribuyendo a
la fase de promocidn de la carcinogénesis. Sustancias quimicas tales como ésteres de
forbol, ftalatos o fenobarbitales, los cuales son no mutagénicos, no inician la
carcinogenesis, pero son buenos promotores de tumores. La irradiacion fisica y la
inflamacién cronica y algunos de sus agentes inflamatorios y citocinas pueden actuar
como agentes promotores o mitdgenos, pudiendo bloquear el proceso de la apoptosis
(Trosko y col., 2004; Trosko, 2006).

Finalmente en la etapa de progresion, la acumulacion de alteraciones fenotipicas
en la poblacion naciente de células iniciadas las convierte del estado pre-maligno en un
estado neoplasico. La adquisicion de la capacidad de invadir el resto del tejido diana e
incluso metastastizarse a otros tejidos u organos por las células neoplasicas, es la
caracteristica del proceso de progresion tumoral con mayor impacto a nivel clinico. El
namero de alteraciones genéticas en la ultima etapa de tumor son usualmente mayores

en las fases iniciales en varios tipos de cancer (Notario y col. 1994; Yokota, 2000).

El tratamiento del cancer estd determinado por su localizacion y el grado de
avance en el que se ha diagnosticado la enfermedad. Las principales formas de tratarlo
son la cirugia, quimioterapia y la radioterapia. Algunos de estos métodos utilizan
farmacos anticancerosos que acttian de diferentes maneras en el cuerpo, principalmente
bloqueando la capacidad de reproduccion de las células, usualmente, estos
medicamentos son agresivos y no solo destruyen las células cancerosas sino que ademas

afectan las células sanas, produciendo efectos negativos en las personas que son tratadas.

El desarrollo de tratamientos contra el cancer ha sido espectacular, se han
desarrollado muchos farmacos con potencial para combatir la proliferacion de células
cancerosas, sin embargo, aln se siguen investigando diversas fuentes de farmacos, como
lo son los productos naturales. De acuerdo con estadisticas de la OMS, las plantas son
utilizadas por el 80% de la poblacion mundial para complementar o satisfacer sus
necesidades médicas (Instituto Nacional de Cancerologia, 2004; Ocegueda y col., 2005;
Schlaepfer y Mendoza, 2010).



Plantas Medicinales y Metabolitos Secundarios

A través de los afos, los seres humanos han encontrado en la naturaleza la satisfaccion
de nuestras necesidades basicas, tales como comida, calzado, medios de transporte, y no
menos importante el uso que desde tiempos remotos hizo el hombre de las fuentes
naturales para curar sus afecciones. El potencial de las plantas para curar la enfermedad
es conocido desde siempre en todas las sociedades y este conocimiento ha sido aplicado
en la medicina tradicional. Las plantas han sido utilizadas como medicinas por miles de
afos, ya que desde la edad antigua se han utilizado plantas y algunos de sus derivados en
China, Babilonia y Egipto, estas medicinas inicialmente tomaron la forma de drogas
crudas tales como tintes, te, polvos u otras formulaciones herbales. El desarrollo de la
quimica ha permitido el aislamiento de algunos de los elementos activos de las plantas,
siendo una posible alternativa para la blsqueda de nuevas estructuras quimicas que
sirvan de base para el desarrollo de nuevos farmacos. En la actualidad existe un gran
interés por la medicina tradicional y natural que algunos Ilaman complementaria o
alternativa, siendo motivo de numerosas investigaciones (Laza Loaces y col., 2003;
Schleapfer y Mendoza, 2010).

La OMS define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propoésitos terapéuticos, 0 cuyos
principios activos puedan servir de precursores en la sintesis de nuevos farmacos. Se
estima que existen alrededor de 250,000 especies en el mundo, sin embargo, la
validacion quimica, farmacoldgica y/o biomédica solo se ha llevado a cabo en 10% de
las especies, marcando asi un campo de estudio de suma importancia (Harvey, 2000;
Schleapfer y Mendoza, 2010).

Las plantas al ser organismos sedentarios, estan obligadas a discriminar entre los
diferentes retos que les plantea su entorno y responder a ellos. Estas respuestas a su
ambiente bidtico y abidtico les permiten una mejor distribucion de sus recursos para
crecer, reproducirse y defenderse. A diferencia de los animales, las plantas poseen

ademés de un metabolismo primario con el cual producen la energia y las moléculas
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necesarias para su funcionamiento, un metabolismo secundario, en el cual destinan una
cantidad significativa de energia y carbono asimilado para la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas llamados metabolitos secundarios, que no parecen tener
una funcion directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de proteinas y otros metabolitos (Figura 2). Estos
metabolitos secundarios ademas de no poseer una funcion definida en los procesos antes
mencionados, presentan una distribucion restringida en el reino vegetal; se sintetizan en
pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccion
restringida a un determinado género de plantas, familias o especies (Vivanco y col.,
2005; Avalos y col., 2009).

Algunos de los productos del metabolismo secundario tienen funciones
ecologicas especificas como atrayentes y polinizadores, repelentes naturales de animales
herbivoros, también intervienen en los mecanismos de defensa de la planta frente a
diferentes patégenos, actuando como pesticidas naturales. Basados en su origen
biosintético, los metabolitos secundarios de plantas se pueden clasificar en 4 grandes
grupos: terpenoides, alcaloides, compuestos glucdsidos y fenilpropanoides o compuestos

fendlicos (Sepulveda Jiménez y col., 2003).

Los terpenos, que suelen ser insolubles en agua, son la clase de metabolitos
secundarios mas variados estructuralmente. Se originan del precursor de 5 carbonos
isopentenil difosfato y son derivados de la unién repetida de estructuras de isopentenilo,
la ruta biosintética de estos compuestos da lugar a metabolitos primarios como
hormonas, carotenoides, clorofilas, ubiquinonas y esteroles. Se clasifican segun el
namero de unidades de isopentenilo que contienen: monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos. Su sintesis es a partir de metabolitos primarios por la ruta del
acido mevaldnico y la ruta del metileritrol fosfato. Se ha descrito una gran variedad de
propiedades biologicas de estos compuestos como son antimicrobiana, antifingica,
antiviral, antiparasitaria, antiinflamatoria, antihiperglicemiante y antiproliferativa

(Sepulveda Jiménez y col., 2003; Avalos y Pérez, 2009; Guimares y col., 2014).

10



H,O + CO,
l Fotosintesis

Metabolismo Primario del Carbono
7 N
Eritrosa 4-Fosfato Fosfoenolpiruvato Piruvato 3-Fosfoglicerato

/

Ciclo de acidos Acetil CoA
tricarboxilicos \ ,

Via del Acido Via del Acido ~ Via del Acido .
S ag . - Via MEP
Shiquimico Maloénico Mevaldnico
AA Aromaticos  AA Alifaticos
Terpenos

> Alcaloides <

Metabolismo Secundario
del Carbono

Fenilpropanoides

Figura 2. Metabolismo secundario de las plantas, grupos de metabolitos secundarios
principales y su ruta biosintética.
Fuente: Modificado de Avalos y col., 2009.
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Los alcaloides forman una gran familia de més de 15000 metabolitos
secundarios, son solubles en agua, tienen al menos un &tomo de nitrégeno en su
estructura y poseen actividades biologicas. En los humanos generan reacciones
fisioldgicas y psicologicas, debido a la interaccion con neurotransmisores, a dosis altas
son toxicos pero en dosis bajas tienen una gran utilidad terapéutica como relajantes y
analgesicos. Se sintetizan a partir de aminoécidos como lisina, tirosina y triptéfano,
clasificandose en funcion de los anillos presentes en la molécula. Algunas de las
propiedades biologicas que se han descrito en estos compuestos son actividad
anticancerigena, antiproliferativa, antiarritmica, analgésica, antibacteriana, antimalaria,
relajante y anticolinérgica (Sepudlveda Jiménez y col., 2003; Facchini, 2001; Avalos y
Pérez, 2009).

Los compuestos glicésidos son metabolitos de gran importancia en la naturaleza,
son solubles en agua, existen tres grupos de glicosidos de especial interés que son
saponinas, glicésidos cardiacos y glicosidos cianogénicos. Poseen propiedades
biolégicas como actividad antibacteriana, antiproliferativa, se sabe que algunas
saponinas poseen actividad antiinflamatoria, antifingica, antiparasitaria, antimicrobiana,
entre otras propiedades bioldgicas (Kren y Martinkova, 2001; Sparg y col., 2004; Avalos
y Pérez, 2009).

Los compuestos fenolicos o fenilpropanoides son un grupo de compuestos que
tienen una variedad de funciones en las plantas, en la defensa de éstas, otorgando color a
las flores, olor y sabor a las plantas, entre otras. Se caracterizan por tener un anillo
aromatico unido a un grupo hidroxilo; son muy diversas las estructuras de esta familia
de metabolitos, desde estructuras sencillas como los acidos fenodlicos hasta la formacion
de complejos como los taninos. Se sintetizan a partir de 2 rutas, la ruta del &cido
shiquimico y la ruta del acido maldnico. Algunas de las actividades biologicas que
presentan los fenilpropanoides son actividad antioxidante, inmunomoduladora,

antimicrobiana, antiparasitaria, antiinflamatoria, entre otras (Kurkin, 2003).
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Agentes Anticancerigenos Derivados de Plantas Medicinales

Las plantas tienen una larga historia en el tratamiento del cancer, aunque muchas veces
han sido observadas con escepticismo por las caracteristicas propias de la enfermedad,
sin embargo actualmente, muchas personas que padecen de esta enfermedad desean
someterse a terapias conocidas como alternativas. La era actual trae nuevamente el
legado de nuestros antepasados, quienes se valian de las plantas para curar sus
enfermedades. Las plantas medicinales son una fuente de obtencidn de principios activos
de marcada importancia en las investigaciones actuales. El interés en investigaciones
sobre plantas medicinales como posible fuente de obtencion de principios activos tiene
su historia; instituciones como el propio Instituto Nacional del Cancer en Estados
Unidos (NCI) han venido desarrollando investigaciones en este campo desde 1955. El
descubrimiento de drogas a partir de plantas medicinales ha jugado un importante rol en
el tratamiento del cancer y su efecto, més aplicaciones clinicas de los metabolitos
secundarios de plantas y sus derivados. Entre los agentes anticancer derivados de plantas
destacan los alcaloides de la vinca, epipodofilotoxinas, taxanos y camptotecinas (Figura
3) (Laza Loaces y cols., 2003; Balunas y Kinghorn, 2005).

De los productos de origen natural con actividad anticancerigena, quiza los mas
conocidos son los alcaloides de la vinca: vinblastina y vincristina, los cuales fueron
aislados del extracto de las hojas de la planta Catharantus roseus, y han sido utilizados
clinicamente por mas de 40 afios. Los alcaloides de la vinca y algunos de sus derivados
semisintéticos actuan uniéndose a la tubulina de manera reversible, causando cambios
conformacionales y deteniendo la mitosis en la metafase (Jordan, 2002; Laza Loaces y
col., 2003).

La podofilotoxina fue aislada de la resina de la planta Podophyllum peltatum,
pero fue encontrada demasiado tdxica en ratones, asi que se trabajo en derivados con el

etopdsido aprobado para uso clinico. La epipodofilotoxina actla uniéndose a la tubulina
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Figura 3. Agentes anticancerigenos derivados de plantas medicinales.
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causando que la cadena de ADN se rompa durante la fase G, del ciclo celular por
inhibicion irreversible de la topoisomerasa 11 (Balunas y Kinghorn, 2005).

Probablemente el descubrimiento y desarrollo méas importante del programa de
investigacion de productos naturales para el tratamiento del cancer sea el paclixtacel o
taxol, aislado de la corteza del &rbol Taxus brevifolia; los taxanos y sus derivados actuan
uniéndose a la tubulina, contrarrestando las células en mitosis, estabilizando los
microtibulos. Es efectivo en el tratamiento de cancer de mama, ovario y pulmén
(Jordan, 2003; Balunas y Kinghorn, 2005).

La camptotecina fue aislada de la planta china Camptotheca acuminata, ésta
actla por inhibicién selectiva de la topoisomerasa I, involucrando el anclaje y
reensamble del ADN. Su actividad antineopléasica fue descubierta en los afios 50, cuando
se buscaban nuevos precursores de la cortisona (Balunas y Kinghorn, 2005; Navarro,
2005).

Plantas Medicinales de Sonora y Actividad Antiproliferativa

Los antiguos pobladores de nuestro territorio desarrollaron unas de las herbolarias mas
complejas debido a la riqueza cultural y étnica que alcanzaron. Desde tiempos
prehispanicos, diferentes grupos étnicos han empleado plantas con fines medicinales.
Esto junto a la gran variedad de condiciones ambientales que existen en nuestro
territorio, permite que en las plantas se encuentre una amplia gama de sustancias
quimicas llamadas principios activos. México ocupa el cuarto lugar entre los paises
considerados con megadiversidad bioldgica y el quinto en el nimero de especies de
plantas. En México alrededor de 4000 especies de plantas con flores tienen atributos
medicinales, sin embargo, se estima que la validacion farmacoldgica, quimica y
biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado a cabo solo en el 5% de

estas especies (Ocegueda y Col., 2005; Schlaepfer y Mendoza, 2010).
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El uso y aplicacién de los remedios para tratar enfermedades, es un conocimiento
que se transmite de generacién en generacion. En el estado de Sonora, ubicado al
noroeste de Meéxico, se estima que los grupos indigenas han utilizado alrededor de 450
tipos diferentes de plantas con propositos medicinales, incluyendo especies nativas y
especies introducidas, algunas de las cuales han sido valoradas cientificamente por sus
diversas propiedades medicinales. Se ha demostrado en investigaciones recientes, el
potencial terapéutico de algunas plantas medicinales sonorenses, utilizadas por las etnias
de esta region para aliviar sus males. Rascon (2011) estudié el extracto metandlico de la
parte aérea de la planta Acalypha californica, la cual mostr6 actividad antiproliferativa
frente a lineas celulares cancerosas M12.C3.F6 (linfoma murino), RAW 264.7
(macrofagos murinos) y Hela (cancer de cérvix). Torres (2013) estudio el extracto
metanolico de la raiz de la planta Ibervillea sonorae cominmente conocida como
wareke, utilizada por la etnia mayo como hipoglucemiante, demostrando el potencial
antiproliferativo frente a la linea celular cancerosa RAW 264.7. Sanchez (2013) mostrd
que el extracto metanolico de la parte aérea de Krameria erecta conocida como cosahui,
posee actividad antiproliferativa frente a lineas celulares cancerosas como M12.C3.F6,
RAW 264.7 y HelLa. Rascon (2015) evalud el extracto metandlico de la planta Asclepias
subulata, utilizada por las tribus sonorenses para curar el cancer, frente a lineas celulares
cancerosas HelLa, A549 (cancer de pulmdn), LS-180 (cancer de color) y PC3 (cancer de
préstata) demostrando el gran potencial de esta planta en contra de estas células.
Estudios recientes han demostrado que la planta Stegnosperma halimifolium posee
potencial antiproliferativo en contra de lineas celulares cancerosas de origen humano y

murino (Jiménez Estrada y col., 2013).

Género Stegnosperma y Estudios Relacionados con Actividad Bioldgica

Como se menciond anteriormente, las plantas medicinales del estado de Sonora, poseen
una gran variedad de usos por las etnias del estado, mostrando su potencial para ser

investigadas para la busqueda de compuestos que posean un potencial biologico. Las
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plantas del género Stegnosperma, son especies poco conocidas y estudiadas en cuanto a
su potencial biologico. La familia Stegnospermaceae pertenece al orden Cariophylalles,
es una familia monogenica, el género Stegnosperma y 3 especies: watsoni, cubense y
halimifolium. Se distribuye ampliamente desde el norte de México hasta Nicaragua y las
Antillas. Se sabe que las plantas de la familia Stegnospermaceae son ricas en betalainas,
y se ha demostrado la presencia de glucosinolatos y algunos flavonoides como
quercetina y kaemferol (Kubitzki y col., 1993).

La planta Stegnosperma halimifolium conocida cominmente como chapacolor o
hierba de la vibora, es un arbusto siempre verde, con hojas ovaladas y suculentas, flores
pequefas de color blanco, frutos en forma de baya color marrén con una semilla negra
caracteristica en su interior, con época de floracion de noviembre a marzo (Figura 4). Se
distribuye ampliamente en costas y colinas, en México se encuentra principalmente en
los estados de Sonora, Baja California, Sinaloa, Michoacén y Guerrero. Las etnias Mayo
y Seri la utilizan para aliviar las picaduras de serpientes, masticando la hoja de la planta
y colocéndola en la herida, también es utilizada en conjunto con la planta “torote prieto”
para aliviar los dolores de cabeza, las etnias de Baja California utilizan el polvo de las
raices como sustituto de jabon (Kubitzki y col., 1993; Gordon y col., 1996; Yeltman,
2002).

Existe poca informacién acerca de la actividad biolégica de la planta
Stegnosperma halimifolium y de su familia. Ortiz (2010) mostré6 que el extracto
metandlico de la parte aérea de esta planta posee actividad antiproliferativa frente a las
lineas celulares cancerosas HelLa, RAW 264.7 y M12.C3.F6 con valores de ICs
cercanos a los 200 pg/mL. Jiménez-Estrada y col. (2013) demostraron la capacidad
antiproliferativa de su extracto metandlico en contra de las lineas celulares cancerosas
HelLa, RAW 264.7 y M12.C3.F6 con valores de I1Csy entre 400 y 200 pg/mL, también
demostraron que el extracto metandlico posee una baja actividad antioxidante, y bajas

concentraciones de fenoles totales y flavonoides.
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Figura 4. Stegnosperma halimifolium. A) Arbusto, B) Flores y C) Frutos inmaduros.
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Debido a la poca cantidad de informacion que existe sobre la actividad bioldgica
de la planta Stegnosperma halimifolium, y el desconocimiento de los compuestos
responsables que otorgan su capacidad antiproliferativa, es necesario profundizar mas en
la investigacion de Stegnosperma spp, con la finalidad de proporcionar mas informacion

para la creacion de nuevos agentes en contra del cancer.
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MATERIALES Y METODOS.

Obtenciodn del Extracto Metandlico

El extracto metanolico se obtuvo utilizando la siguiente metodologia: se recolecto la
parte aérea (tallo y hoja) de la planta Stegnosperma halimifolium, se sec6 a temperatura
ambiente separandola por partes. Posteriormente se utiliz6 un molino tipo Wiley para
posteriormente macerar el material biol6gico. Se mezcld la muestra vegetal con metanol
en una proporcion 1:10 a temperatura ambiente, manteniéndose por un periodo de 10
dias, agitando 2 veces diarias. El extracto metandlico se pasé a través de gasa y papel
filtro, posteriormente se concentrd en evaporador rotatorio (Buchi 850-V) a 60 °C y
presidn constante. El extracto crudo se guardé en frasco protegido de la luz a -4 °C hasta

su uso (Jiménez-Estrada y col., 2013).

Obtencidn de Fracciones Quimicas

El extracto metanolico fue fraccionado por medio de extracciones con solventes en
polaridad ascendente. Se realizaron varias extracciones consecutivas de 300 mL con
cada uno de los solventes en el siguiente orden: hexano (indice de polaridad: 0.0),
acetato de etilo (4.2) y etanol (5.3), con agitacion constante por al menos 12 horas en
agitador automatico. Posteriormente se concentr6 en evaporador rotatorio a 60°C y
presidn constante. Este proceso se realizé con cada uno de los solventes utilizados. Se
obtuvieron tres fracciones de distinta polaridad a partir del extracto metandlico, la
primera fue la fraccion hexanica, la segunda una fraccién de acetato de etilo y la tercera
la fraccion etanolica, éstas fueron Ilamadas fracciones quimicas, para evitar confusion

con las fracciones que se obtuvieron del proceso cromatografico (Rascon, 2011).
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Cultivo Celular y Lineas Celulares

El panel de lineas celulares utilizado fue el siguiente: L-929 (células de tejido
subcutaneo normal murino), RAW 264.7 (macrofagos de murinos transformados por
virus de leucemia de Abelson), M12.C3.F6 (linfoma murino de células B), HelLa
(células epiteliales de cancer cervical humano), LS-180 (adenocarcinoma colorrectal),
PC3 (cancer de prostata) y A549 (adenocarcinoma pulmonar humano). Todos los
cultivos de las lineas celulares se mantuvieron en Medio Dulbecco Eagle Modificado
(DMEM) suplementado al 5% con SFB inactivado por calor, bajo una atmdsfera de 5%
de CO, y a temperatura de 37°C en incubadora (Rascon, 2011).

Determinacion de la Actividad Antiproliferativa

Para determinar el efecto antiproliferativo del extracto metandlico crudo, de las
fracciones quimicas asi como las posteriores fracciones cromatograficas obtenidas del
mismo frente a las lineas celulares, se utiliz6 el ensayo estandarizado MTT [bromuro de
3-(4,5 dimetiltiazol-2-yl) - 2,5 difeniltetrazolio], el cual se basa en la reduccion de la sal
de tetrazolio a formazan, por medio de la enzima succinato deshidrogenasa, virando de

color amarillo a parpura (Mossman, 1983).

Partiendo de una suspension celular ajustada a 200,000 células/mL, en placas de
96 pozos se agregaron 10,000 células (aproximadamente 50 uL) a cada pocillo, éstas se
incubaron por 24 horas a 37°C en una atmosfera de CO, al 5% con la finalidad de
permitir la adhesion celular. Los extractos metandlicos, las fracciones, fracciones
cromatograficas fueron disueltos en DMSO (soluciones madre), posteriormente fueron
diluidos en DMEM suplementado con SFB al 5% para generar diluciones seriadas con
las concentraciones finales desde 3.125 — 400 pug/mL. Posteriormente, se adicionaron 50
uL de estas diluciones a la placa de 96 pozos (cada concentracion por triplicado) y se
incubaron por 48 horas bajo las condiciones de incubacion anteriormente mencionadas.

Pasado este periodo, se retird el medio, se hizo un lavado con PBS 1X (con excepcion de
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la linea celular M12.C3.F6), se adiciond0 medio fresco y 10 uL de solucion MTT (5
pg/mL) a cada uno de los pozos, incubandose por 4 horas en las condiciones ya
referidas. Los cristales de formazan formados fueron disueltos con isopropanol acido, se
determind la absorbancia en un lector ELISA usando una longitud de onda de prueba de

570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm (Jiménez-Estrada y col., 2013).
Separacién de Fracciones por Métodos Cromatogréaficos

Las fracciones obtenidas de las extracciones con solventes que presentaron la mayor
actividad antiproliferativa fueron fraccionadas mediante cromatografia en columna de
gravedad, se utilizd como fase estacionaria silica gel (tamafio de poro: 60A, 200 — 400
mesh), empacada y mezclada con la muestra a separar, y como fase movil se usaron los
solventes hexano, acetato de etilo y metanol, puros o en combinacién con el solvente
qgue tenga una ligera mayor polaridad en diferentes proporciones. Se recolectaron
subfracciones cada 250 mL, las cuales fueron evaporadas en rotavapor para la

recuperacion del solvente.

Se llevo a cabo un monitoreo de las fracciones por medio de cromatografia en
capa fina (TLC), utilizando cromatofolios de silica gel, los cuales fueron observados con
la ayuda de una ldmpara de UV a 254 y 365 nm y se revelaron con una solucion de

sulfato cérico (Rascon, 2011).
Elucidacion Estructural de Compuestos

Con la finalidad de elucidar la naturaleza estructural de los compuestos obtenidos de la
fraccion con mayor actividad antiproliferativa se utilizaron métodos de determinacion
estructural tales como resonancia magnética nuclear de protén (RMN *H-) y de carbono
13 (RMN *3C-) y espectrometria de masas para determinar el peso molecular de los

compuestos (Torres, 2013).
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Todo el trabajo de elucidacion y caracterizacion se realizo en el Departamento de
Productos Naturales, en el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autdbnoma

de México bajo la supervision del Dr. Manuel Jiménez Estrada.

El punto de fusion fue determinado en un aparato Fisher Scientific 115 V, 50-60
Hz. Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en un aparato FT-IR Bruker
Tensor 27, con rango de espectro de 500 — 4000 cm™, las muestras fueron trabajadas en
solucion y disueltas con cloroformo (CH3Cl). Los espectros de masas fueron obtenidos
con un espectrometro MStation JMS-700, las condiciones fueron las siguientes: modo
de ionizacion: El+, intervalo de andlisis: 10 — 502 m/z, temperatura: 3276.7 °C. Los
espectros de resonancia magnética nuclear de protén (*H-NMR), carbono (*C-NMR) y
bidimensionales se realizaron en un espectrometro Varian Inova, operado a 500 MHz
para todas las pruebas, la muestra fue disuelta en cloroformo deuterado (CDCls), los
desplazamientos quimicos fueron expresados en & (ppm). El solvente tetrametilsilano

(TMS) fue empleado como referencia interna.
Anélisis Estadistico

Para calcular los valores de ICsy se analizaron los porcentajes de proliferacion de tres
experimentos, por triplicado, y fueron analizados por un analisis de regresion lineal o no
lineal, dependiendo de la naturaleza de los datos. Los resultados de los ensayos
bioldgicos fueron expresados como promedio + desviacion estandar de tres repeticiones.
Las diferencias entre las medias se evaluaron por medio de andlisis de varianza de una
via (ANOVA) de Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de los Extractos Metanolicos y Fracciones Quimicas

Las muestras de Stegnosperma halimifolium fueron recolectadas en Octubre de 2014,
aproximadamente a 500 m de CECYTES (29° 04’ 59.3” N, 111° 03’ 02.9” W), ubicado
en la colonia La Manga, a las afueras de la ciudad de Hermosillo, Sonora. La muestra
colectada fue la parte aérea (tallo y hoja), la cual fue identificada con la ayuda del Ing.
Jesus Sanchez Escalante, taxénomo del herbario de la Universidad de Sonora, registrada

con el nimero de voucher 22658.

Se obtuvo el extracto metanolico de tallo, hoja y parte aérea Ilamada tallo/hoja,
generando rendimientos y cantidad de extractos de 5.8% (58.5713 g a partir de 1 kg de
muestra seca), 13.58% (40 g a partir de 300 g de muestra seca) y 12.5% (12.5 g a partir

de 100 g de muestra seca) respectivamente.

Las fracciones quimicas se obtuvieron a partir del extracto metanolico del tallo
por medio de extracciones con solventes en polaridad ascendente, obteniéndose 3
fracciones, la fraccién Hexanica (H1), la fraccion Acetato de Etilo (H2) y la fraccién
Etandlica (H3) con rendimientos de 5.03%, 11.57% y 42.27% respectivamente. Cabe
sefialar que no se obtuvo fraccion residual, ya que el material fue soluble con el Gltimo

solvente utilizado en los lavados.

Evaluacion de la Actividad Antiproliferativa de los Extractos Metandlicos de
Stegnosperma halimifolium Mediante el Ensayo MTT

Para evaluar la actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos de la planta se
utilizo el ensayo estandarizado MTT, con concentraciones de 400 a 12.5 pg/mL sobre
las lineas celulares cancerosas murinas RAW 264.7 y M12.C3.F6, las lineas celulares de

origen humano HelLa y A549 y una linea celular no cancerosa de origen murino L-929.
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Como se puede observar en la Tabla I el extracto metanolico de tallo/hoja
presentd actividad antiproliferativa frente a las lineas celulares cancerosas murinas
RAW 264.7 y M12.C3.F6 con valores de ICsy de 243.12 y 213.67 pg/mL
respectivamente. Las lineas celulares cancerosas humanas no se vieron afectadas con el
extracto, con las concentraciones empleadas. La linea celular no cancerosa tampoco
resulto afectada en las condiciones evaluadas. Cabe resaltar que este extracto metanolico
mostro cierta selectividad hacia las células cancerosas murinas debido al efecto que tuvo

ante estas células y no frente a las células no cancerosas de origen murino.

El extracto metandlico del tallo mostré6 mayor actividad frente a la linea celular
murina RAW 264.7 (ICso de 118.09 pg/mL) con respecto a la linea celular M12.C3.F6,
la cual mostré una ICsy superior a la maxima concentracion utilizada, y con una ICs
48.6% superior que el extracto tallo/hoja. Al igual que el extracto metandlico de
tallo/hoja no tuvo un efecto destacado sobre las lineas celulares humanas, ni sobre la
linea celular no cancerosa. El extracto metanolico de la hoja no demostré tener
actividad frente a ninguna linea celular cancerosa ni sobre la linea celular no cancerosa,

aun con la maxima concentracién utilizada.

Las plantas del género Stegnosperma son especies que han sido poco evaluadas
en relacion a su actividad bioldgica. En investigaciones recientes realizados por Ortiz
Sandoval en el 2010, se evalud el extracto metanolico de la parte aérea de la planta
Stegnosperma halimifolium frente a diversas lineas celulares, mostrando efectos frente a
lineas celulares cancerosas como RAW 264.7 y M12.C3.F6 con valores de ICso de 208 y
130 pg/mL respectivamente y HelLa con ICsy de 378 pg/mL, sin presentar efecto
antiproliferativo en linea celular no cancerosa a la maxima concentracién evaluada. Por
su parte Jiménez-Estrada y col. (2013) evaluaron un conjunto de plantas medicinales
usadas por las etnias de Sonora, entre las que se incluyd el chapacolor (Stegnosperma
halimifolium), se evaluo su capacidad antiproliferativa frente a lineas celulares similar al
panel utilizado por Ortiz Sandoval, evaluando concentraciones de 800 - 100 pug/mL, en

los que se demostro el potencial antiproliferativo del extracto metandlico de esta planta,
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Tabla I. Actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos de las partes aéreas de Stegnosperma halimifolium.

ICs0  Desviacion Estandar (ug/mL)

Extracto Metandlico

L-929 RAW 264.7** M12.C3.F6 HeLa A549

Tallo + Hoja > 400 24312+ 15 213.67+1.3 > 400 > 400

Tallo > 400 118.09 £ 1.75 > 400 > 400 > 400

Hoja > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
Doxorrubicina* 2.89+£0.11 0.38+0.01 1.89 + 0.06 >4.0 25114

ICso: Medida cuantitativa de la eficacia de un compuesto para inhibir un proceso bioldgico a la mitad de su funcién o actividad normal.

(*): Control positivo
(**): Diferencias significativas entre los valores de ICs, de las lineas celulares cancerosas en base a los valores de la linea celular normal.



con ICsp entre 200 — 400 pg/mL en las lineas RAW 264.7, M12.C3.F6 y HelLa, y efecto
en la linea celular no cancerosa L-929 con valores de ICsy entre 200-400 pg/mL.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el extracto
metanolico del tallo/hoja muestra valores de 1Csy similares a los estudios previos, en
lineas celulares como RAW 264.7 y M12.C3.F6 mostrando valores de ICsy cercanos a
los 200 pg/mL, al igual que en la linea celular HeLa en la cual mostrd valores cercanos a
los 400 pg/mL, similar a los reportados en los estudios previos. Los efectos en la linea
celular L-929 también muestran valores similares, cercanos a los 400 pug/mL, ademas
demuestran que el extracto metandlico de tallo/hoja pareciera mostrar indicios de
selectividad en las células de origen murino, debido al afecto que tiene ante las lineas

celulares cancerosas y no en las lineas celulares normales.

Evaluacion de la Actividad Antiproliferativa de las Fracciones Quimicas Obtenidas
del Extracto Metandlico del Tallo de Stegnosperma halimifolium

Basados en los resultados obtenidos de la actividad antiproliferativa de los extractos
metanolicos, se selecciond el extracto metandlico del tallo para utilizarse en el proceso
de fraccionamiento con solventes. Se utilizaron las mismas condiciones para la

evaluacion de la actividad antiproliferativa descritas anteriormente.

Como se observa en la Tabla I, las fracciones mas activas fueron las de baja
polaridad, la fraccion de hexano mostré actividad frente a las lineas celulares murinas
RAW 264.7 y M12.C3.F6 con ICsq de 65.9 y 146.1 pg/mL respectivamente. Al contrario
de los extractos metanodlicos crudos de la planta, la linea celular no cancerosa L-929 si
sufrio un efecto citotdxico con una ICsy de 133.4 pg/mL. Para el caso de las lineas
celulares cancerosas humanas, la fraccion hexanica mostré buena actividad frente a la
linea celular A549 con una ICsq de 68.6 pug/mL, en comparacion con la linea celular
HelLa con ICsq de 343.2 pg/mL.

La fraccion de acetato de etilo demostré tener un efecto inhibitorio en el

crecimiento de las lineas celulares cancerosas murinas, con una ICs de 50.8 pg/mL para
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Tabla Il. Actividad antiproliferativa de las fracciones quimicas obtenidas del extracto metandlico del tallo de

Stegnosperma halimifolium.

ICs0 £ Desviacion Estandar (ug/mL)

Fraccion L-929 RAW 264.7** M12.C3.F6** HelLa A549
Hexano 1334+1.4 659+1.1 146.1+1.4 343.2+24 68.6 + 1.3
Acetato de Etilo 2158+2.1 508+1.1 78.4+13 1309+1.1 349.7+1.2
Etanol NP NP NP NP NP
Doxorrubicina* 2.89+0.11 0.38+£0.01 1.89 +0.06 >4 25+14

ICso: Medida cuantitativa de la eficacia de un compuesto para inhibir un proceso biolégico a la mitad de su funcion o actividad normal.
NP: No presentd actividad a la maxima concentracion utilizada.

(*): Control positivo.
(**): Diferencias significativas entre los valores de ICx, de las lineas celulares cancerosas en base a los valores de la linea celular normal



RAW 264.7 y 78.4 pg/mL para M12.C3.F6. En contraste, la linea celular no cancerosa
L-929 sufrié un menor efecto por parte de esta fraccion que las lineas cancerosas de
origen murino, con una ICsy de 215.8 pug/mL. Por otro lado, esta fraccion mostré poco
efecto sobre las lineas celulares cancerosas de origen humano utilizadas, con ICsy de
130.9 y 349.7 pg/mL para HelLa y A549 respectivamente. Al igual que en el extracto
metandlico de tallo/hoja, esta fraccion mostré cierta selectividad hacia las células
cancerosas murinas, debido al marcado efecto que tuvo en éstas y al poco dafio que
causo en las células no cancerosas de esta especie. La fraccion etandlica no demostro
tener ningun efecto antiproliferativo frente a las lineas celulares cancerosas murinas,

humanas y la linea celular no cancerosa, aun en la maxima concentracion utilizada.

Estudios en plantas medicinales de Sonora, demuestran el potencial
antiproliferativo que poseen las fracciones quimicas obtenidas a partir de los extractos
metandlicos de las plantas estudiadas, demostrando que, procesos de purificacion en los
extractos metandlicos pueden mejorar la actividad biologica en comparacion a la
actividad que presentaron inicialmente. Las técnicas mas utilizadas para el
fraccionamiento de los extractos metandlicos son realizar extracciones con solventes de
distintas polaridades como hexano, acetato de etilo, cloroformo, diclorometano, etanol
entre otros solventes, ya sea por medio de embudos de separacion o lavados,
extracciones por medio de soxleth, arrastre de vapor, fluido supercritico, cromatografia

en columnas, HPLC, entre otros (Canell, 1998).

Efectos similares se mostraron en la planta de estudio S. halimifolium, en el cual
las fracciones de hexano y acetato de etilo mostraron valores de 1Csy menores al del

extracto metandlico del tallo en las lineas que no habia tenido efecto alguno.

Perfil Fitoquimico Cualitativo de las Fracciones Quimicas del Extracto Metandlico
del Tallo de S. halimifolium

Teniendo en cuenta la poca informacion acerca de los metabolitos secundarios de esta

planta, se decidio realizar un perfil fitoquimico cualitativo para tener una idea de la
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naturaleza de los compuestos presentes en las fracciones quimicas que se obtuvieron a

partir del extracto metandlico del tallo (Anexo 1).

La fraccion quimica de hexano mostré resultado positivo para la prueba
Liebermann — Buchnard, la cual nos permite la identificacion de compuestos de
naturaleza terpénica y esteroles. La fraccion quimica de acetato de etilo dio positiva la
prueba de hidréxido de sodio al 10% mostrando la presencia de flavonoides. Las pruebas
de la espuma para identificar la presencia de saponinas, hidroxido de sodio al 10% para
identificacion de flavonoides y el test de cloruro férrico para la identificacion de

compuestos fendlicos fueron positivas en la fraccion quimica de etanol.

El analisis fitoquimico cualitativo consiste en un conjunto de pruebas
colorimétricas que tiene como proposito determinar los metabolitos secundarios
presentes en la especie vegetal a estudiar, lo que nos brinda un pequefio panorama de la
naturaleza de los posibles principios activos de alguna planta medicinal que presente
actividad bioldgica. Existe poca informaciéon sobre la naturaleza de los metabolitos
secundarios de las plantas del género Stegnosperma al igual que sobre su actividad
bioldgica. Nuestros resultados muestran una variedad de pruebas con resultados
positivos en las fracciones obtenidas del extracto metandlico del tallo. La prueba
Liebermann-Buchnard se basa en una reaccion coloreada verde, principalmente es
positiva para los compuestos que posean el ndcleo ciclopentanoperhidrofenantreno,
estructura base de los esteroles y algunos otros compuestos de naturaleza terpénica. Xu y
Patterson (1990) estudiaron la composicién de los esteroles de algunas plantas de la
familia Phytolaccaceae, entre ellas las plantas del género Stegnosperma, anteriormente
incluida en esta familia, demostrando la presencia de esteroles como B- sitosterol y 7-
stigmadienol en la composicién de estas plantas. EXxisten numerosos reportes de
esteroles en las plantas de la familia Phytolaccaceae, ademas, a compuestos como f-
sitosterol se le ha atribuido una gran cantidad de actividades biologicas; se sabe que
juega un rol antiproliferativo contra algunos tipos de cancer, principalmente se ha
estudiado con cancer de colon y mama, también se ha reportado actividad para leucemia,

fibrosarcoma, estbmago y proéstata. B-sitosterol inhibe la proliferacion celular e induce
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apoptosis por la activacion de la caspasa 3 y 8, incrementado los niveles de Fas y
actividad de la MAPK, y modulando la expresion de moléculas relacionadas con

apoptosis como la Bcl-2 (Gonzalez Vallinas y col., 2013).

Richardson (1981) reportd la presencia de flavonoides como quercetina y
kaempferol en las plantas del género Stegnosperma y especificamente en Stegnosperma
halimifolium. La quercetina es uno de los flavonoides més comunes en vegetales y
frutas, en plantas usualmente se encuentra en forma glucosada; se sabe que la quercetina
muestra efectos sobre los radicales libres y actividad sobre algunos desordenes como
enfermedades neurodegenerativas y cancer. Se ha demostrado la inhibicion de algunos
tipos de cancer en ensayos in vitro y modelos animales, principalmente en el cancer de
pulmon, también se han elucidado los mecanismos anticancer demostrando la habilidad
de quercetina de inhibir la via de sefializacion PI3K/Akt y la produccion de COX-2 y
PGE2 (Gonzalez Vallinas y col., 2013).

Por otro lado, Kaempferol, es un flavonoide que presenta actividad antidiabética,
ademas estudios indican que este flavonoide exhibe una variedad de bioactividades
como cardioprotectora, antiestrégénica, ansiolitica, analgésica, antialérgica y
osteopordtica. Liao y col. (2016) evaluaron la actividad antiproliferativa de kaempferol
ante la linea celular MCF-7 en el cual se observé un notable efecto en la linea celular a

través de la induccién de apoptosis.

Kubitzki y col. (1993) reportaron que algunas tribus de Baja California utilizan el
polvo de la raiz de la planta Stegnosperma halimifolium, como sustituto de jabon,
probablemente por su alto contenido de saponinas. Las saponinas son compuestos que se
disuelven en agua para formar soluciones coloidales, las plantas que contienen estos
compuestos poseen una gran variedad de actividades bioldgicas, tal como
antiinflamatoria, antifngica, entre otras. Esta clase de compuestos han sido reportados
con efectos antiproliferativos en familias cercanas a Stegnospermaceae. Sparg y col.
(2004) reportaron el aislamiento de la saponina furcreastina, a partir del extracto

metanolico de las hojas de la planta Furcraes foetida, perteneciente a la familia
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Agavaceae, la cual mostro citotoxicidad selectiva ante fibroblastos de raton modificados.
Asimismo, saponinas aisladas de las raices de Acanthophyllum squarrosum, planta
perteneciente a la familia Caryophyllaceae, mostraron un moderado efecto citotdxico en
un cultivo de linfocitos, mientras que saponinas triterpénicas aisladas de los extractos
acuosos de la raiz de Securidaca inappendiculata (Polygalaceae) inhibieron el

crecimiento de macréfagos.

Separacion Cromatogréfica de la Fraccion Quimica de Hexano y Evaluacion de la
Actividad Antiproliferativa en la Linea Celular A549

Después de evaluar la actividad antiproliferativa de las fracciones quimicas obtenidas
del extracto metanodlico del tallo de S. halimifolium, se separ6 la fraccion quimica de
hexano por medio de una columna cromatografica, se obtuvieron 16 fracciones ya
agrupadas y se evalud su actividad antiproliferativa frente a la linea celular cancerosa
A549, evaluando concentraciones de 100 — 12.5 pg/mL. Los resultados se muestran en
la Tabla Ill.

Las fracciones cromatogréaficas 1, 3 y 14 no mostraron actividad por arriba de la
maxima concentracion evaluada. Las fracciones 15 y 16 mostraron valores de 1Cs de
96.5 y 95.7 pg/mL respectivamente. Las fracciones cromatograficas 4, 5 y 13 mostraron
actividad con valores de ICs de 84.7, 81.1 y 84.6 ug/mL respectivamente. La fracciones
2, 6 y 12 mostraron una actividad antiproliferativa cercana al valor de la fraccién
quimica que les dio origen, con valores de ICsy de 71.9, 71.8 y 73.9 ug/mL
respectivamente, pero no superiores a los 68.5 pg/mL correspondientes a la fraccion
quimica de hexano. Las fracciones que mostraron una actividad antiproliferativa
superior a la fraccién quimica de hexano fueron la fraccion 7 (ICso= 60.5 pg/mL), la
fraccion 9 (ICso= 63.4 pg/mL), la fraccion 10 (ICso=55.2 pg/mL) y la fracciéon 11 (ICso=
57.4 ug/mL). De la fraccion 8 se obtuvo un solido blanquecino el cual no fue evaluado.

32



Tabla I11. Evaluacion de la actividad antiproliferativa de las fracciones cromatograficas
obtenidas de la fraccion quimica de hexano en la linea celular A549.

Fraccion I1Csp (Mg/mL) £
Cromatogréfica Desv.Est.

1 > 100

2 71.9+1.08
3 > 100

4 84.71+1.32
5 81.13+1.21
6 71.86 £1.29
7 60.45+1.2
8 NE

9 63.4+1.14
10 55.22 +1.09
11 57.39+1.13
12 7391 +1.17
13 84.65+1.12
14 > 100

15 96.48 + 1.6
16 95.69 +1.19

ICs0: Medida cuantitativa de la eficacia de un compuesto para inhibir un proceso biolégico a la mitad de su
funcion o actividad normal.

(NE): Muestra no evaluada.
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La separacion de una o mas sustancias a partir de un extracto metanélico o
fracciones pueden ser procesos largos y tardados, obtener un compuesto puro requiere de
varios pasos de separacion involucrando diferentes técnicas cromatograficas. La
cromatografia es un método de separacion que involucra la distribucion de un
compuesto entre 2 fases, una fase mdvil que atraviesa una fase estacionaria, la
separacion se lleva a cabo basadas en las caracteristicas de los compuestos que se hayan
en la muestra y la interaccion entre las 2 fases. Una de las técnicas cromatograficas mas
utilizadas es la cromatografia en columna, que emplea una fase estacionaria
principalmente de silica gel o sephadex (en el caso de cromatografia en fase reversa), la
cual es una matriz porosa que permite el paso de moléculas de diferente tamafio a través
de ella. Las fases moviles son principalmente con solventes puros o mezclas, las cuales
atraviesan la fase estacionaria por gravedad, desplazando los compuestos mas afines al
sistema de solventes utilizados por medio de ésta (Canell, 1998; Colegate y Molyneux,
2008).

Los compuestos se extraen en base a su afinidad hacia la fase movil, agrupandose
principalmente por la polaridad en forma descendente. Las familias de metabolitos
secundarios que se pueden extraer con solventes de baja polaridad como hexano
principalmente son compuestos apolares como aceites esenciales, triterpenos, esteroles,
acidos grasos, algunos alcaloides, flavonoides aglicados, cumarinas, entre otros.
Solventes de polaridad media - alta como etanol, extraen compuestos como taninos,
alcaloides, antocianinas, algunos triterpenos y esteroles glucosados, glicosidos
cardendlidos, flavonoides, entre otros. Solventes de alta polaridad como metanol o agua,
extraen compuestos como alcaloides, taninos galicos, y algunos glucosidos cianogénicos
(Santizo, 2004).

Separacion de las Fracciones Cromatograficas 7,9, 10y 11

Para separar las fracciones cromatograficas que mostraron la mejor actividad

antiproliferativa, se utilizaron placas preparativas de silica gel (20 x 20 cm). Debido a la
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cantidad de muestra con la que se contaba se decidio juntar las fracciones 7-9 y la
fraccion 10-11. Las muestras se disolvieron en diclorometano y las fracciones se
extrajeron con una mezcla de hexano-acetato de etilo-metanol en proporcion 6.5/2.5/1.0

respectivamente.

De la fraccion cromatografica 7-9 se obtuvieron 9 subfracciones, nombradas de
la letra A a la I. De la fraccion cromatografica 10-11 se obtuvieron 9 subfracciones
nombradas con los nimeros -4 a 4. A pesar del proceso de separacion, no se logrd
obtener compuestos, ademas, las fracciones obtenidas estaban compuestas por mas de 1
banda. Se obtuvieron bajos rendimientos de la mayoria de las subfracciones, debido a
ésto y a la compleja mezcla de compuestos, no se lograron caracterizar por técnicas

como HPLC, RMN o espectrometria de masas.

Caracterizacion Estructural de la Fraccion Cromatografica 8 Obtenida de
la Fraccion Quimica de Hexano

Como anteriormente se ha mencionado, la fraccion cromatografica 8 se obtuvo como un
solido blanquecino amorfo, pero debido al bajo rendimiento de la fraccion no se sometio6
a la evaluacién de la actividad antiproliferativa, sin embargo, se decidié conocer qué

clase de compuestos presentaba, realizdndose diversas pruebas para caracterizarlo.

Las caracteristicas fisicas de la fraccion cromatografica 8 (FxC 8) son la
formacion de un solido amorfo de color blanco, soluble en solventes como
diclorometano (CH,Cl,) y cloroformo (CDCIls3), sin fluorescencia a 254 y 365 nm al ser
expuesto a luz UV; se revela una banda de color purpura en el TLC después de ser

revelado con vainillina fosférica.

Se realizaron resonancias magnéticas nucleares de protén (RMN *H) y carbono
(RMN *3C) para conocer un poco del tipo de compuesto que habia en la FxC 8. La RMN
'H revel6 sefiales a campo alto, correspondientes a grupos alifaticos como metilos y
unidades ciclicas, y sefiales a campo bajo, asociadas a protones de compuestos con

grupos hidroxilos (entre 3 — 4 ppm) y grupos con dobles enlaces en su estructura (entre
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4.5 - 5.5 ppm). Analizando un poco mas el espectro, en la zona de campo bajo, se
observan 3 sefiales en forma de cuadrupletes en el &rea caracteristica a dobles ligaduras a
desplazamiento quimico de 5.1, 5.09 y 4.98 ppm y una sefial en forma de multiplete en
el éarea correspondientes a sefiales caracteristicas de los grupos hidroxilo a

desplazamiento quimico de 3.71 ppm.

La RMN™C nos muestra sefiales que refuerzan lo observado en la RMN'H,
mostrando sefiales caracteristicas en el area de carbonos unidos a grupos hidroxilo, entre
60 - 80 ppm, sefiales en el area representativa de las dobles ligaduras, entre 110 - 150
ppm Yy sefales correspondientes a grupos alifaticos y ciclicos entre 10 - 60 ppm. Las
sefiales a desplazamiento quimico de 139.56, 138.15, 129.45 y 117.6 son sefiales
caracteristicas a los carbonos que se encuentran unidos por dobles enlaces y la sefial a
desplazamiento quimico de 71.1 ppm es una sefial tipica de carbonos que estan unidos a
grupos hidroxilos. Los desplazamientos de los espectros de RMN'H y RMN®C se
muestran en la Tabla IV. Comparando los resultados obtenidos en los RMN'H y
RMN™C con la bibliografia, se encontraron estudios relacionados con el aislamientos de
compuestos derivados de plantas medicinales, en los cuales se reporté el esterol
espinasterol (Figura 5), posible compuesto obtenido de la FXC 8 (Choi y col., 2003;
Ragasa y col., 2005; Zhang y col., 2005; Mhutia y col., 2015).

Para corroborar lo anterior, se realizaron estudios de resonancia magnética
nuclear de 2 dimensiones, HSQC, que nos permite ver la correlacion de proton y
carbono que estén unidos directamente, HMBC, nos permite conocer la correlacion entre
proton y carbono que estén unidos a 2-3 enlaces de distancia, COSY, nos permite
conocer la correlacion entre los protones que estén unidos directamente y DEPT 135 nos

permite conocer la naturaleza de los carbonos.

Los resultados del HSQC (Figura 6) nos muestran que las sefiales de
desplazamiento quimico de 71.1 y 3.52 ppm son debidas al carbono unido al grupo
hidroxilo (C3), las sefiales a 138.15 y 5.1 ppm representan un carbono unido por una
doble ligadura (C22), al igual que los desplazamientos de 129.45y 4.98, 117.46 y 5.09
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Tabla IV. Desplazamientos quimicos de RMN *H y RMN **C del compuesto

espinasterol.

Posicion  RMN®C (3) ppm RMN'H (8) ppm  Espinasterol *C (*H)
1 37.155 1.01,1.74 37.1(1.09, 1.82)
2 31.479 1.36,1.72 31.5(1.39, 1.77)
3 71.079 3.52 (1H, m) 71.1 (3.6, 1H, m)
4 37.997 1.18,1.63 38.0 (1.27, 1.70)
5 40.275 1.33 40.3 (1.4)
6 29.69 1.15,1.68 1.22,1.74
7 117.46 5.09 (1H, m) 117.5 (5.18, 1H, m)
8 139.56 139.6
9 49.466 0.66 49.5 (1.66)
10 34.23 34.24
11 21,555 1.5 21.6 (1.48)
12 39.476 1.18,1.92 39.6 (1.23, 2.0)
13 43.29 433
14 55.135 1.74 51.15 (1.81)
15 23.086 1.31, 1.44 23.0 (1.40, 1.52)
16 28.498 1.2,1.66 28.5 (1.25)
17 55.918 1.18 55.95 (1.25)
18 12.049 0.5 12.05 (0.55)
19 13.037 0.72 13.0 (0.8)
20 40.817 1.97 40.8 (2.05)
21 21372 1.5 21.4 (1.02)
22 138.158 5.1 (1H, dd) 138.15 (5.17, 1H, dd)
23 129.457 4983 (1H,dd)  129.48 (5.09. 1H, dd)
24 51.253 1.45 51.26 (1.55)
25 31.874 1.48 31.9 (1.55)
26 21.079 0.75 21.2 (0.85)
27 18.99 0.72,0.85 19.0 (0.84)
28 25.393 1.09,1.33 25.4 (1.18, 1.42)
29 12.24 0.75 12.2 (0.81)

Varian INOVA. 500 MHz. CDCl;. (dd): Dobles de dobles. (m): Multiplete.
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Figura 5. Estructura quimica del esterol espinasterol.
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ppm (C23 y C7 respectivamente), la sefial de 139.56 ppm no aparece conectada a
ninguna sefial de protdn, por lo que probablemente es un carbono cuaternario. Los
resultados de COSY (Figura 7) nos muestran una correlacion directa entre el protén a
desplazamiento quimico de 5.1 y 4.98 ppm, confirmando la unién del carbono de 138.15
y 129.45 ppm por un doble enlace, la sefial de 1.18 y 1.97 ppm, demuestran la
correlacion de los C17 y C20, carbonos que se encuentran entre la union del nucleo
esterano y la cadena alifatica, también nos muestra la correlacion entre las sefiales de

desplazamientos quimicos de 3.52 y 1.63 ppm, correspondientes a la unién de C3 y C4.

Como se muestra en la Figura 8, los resultados de HMBC muestran la
correlacion que hay entre las sefiales a desplazamiento quimico de 13.037 y 1.18 ppm
que corresponden al C19 y C6 a 3 enlaces de distancia, las sefiales de 12.049y 1.18, 1.2
enlaces de distancia, las sefiales de 21.372 y 5.1 ppm corresponden al C21 unido a 2
enlaces de distancia con el C22, la sefial de 51.25 y 0.75 ppm corresponden al C24 unido
a 2 enlaces de distancia con el C29, la sefial de 31.87 y 0.85, 0.75 corresponden a la
unién del C25 con el C27 a 2 enlaces de distancia y a la union con el C29 a 3 enlaces de
distancia, las sefiales de 25.39 y 4.98 ppm corresponden a la unién del C28 con el C23 a
3 enlaces de distancia y las sefiales de 12.24 y 1.09 ppm corresponden al C29 unido a 2
enlaces de distancia con el C28.

Los resultados de DEPT 135 (Figura 9) nos corroboran la existencia de 3
carbonos cuaternarios a desplazamientos quimicos de 139.56, 43.292 y 34.232 ppm,
correspondiendo al C8, C10 y C13 respectivamente, confirmando lo mencionado
anteriormente que un carbono cuaternario estd unido por un doble enlace; también nos
muestra que hay 9 carbonos en forma de CH,, con sefiales de desplazamiento quimico de
39.47, 37.99, 37.15, 31.48, 29.65, 28.5, 25.4, 23.02 y 21.55 ppm correspondiendo a los
C12, C4, C1, C2, C6, C16, C28, C15y C11 respectivamente, coincidiendo con los que
hay en la estructura del espinasterol dentro del nucleo esterano y en la cadena alifatica.

Los resultados de la espectrometria de masas (Figura 10) nos muestras que el peso

molecular del compuesto es de 412 UMA, similar al del esterol espinasterol el cual tiene
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un peso molecular de 412.69 g/mol, con patrén de fragmentacion de 81, 246, 255, 300 y
412 UMA, donde la pérdida de 141 UMA del pico de fragmentacion de 271 - 412
corresponden a la cadena alifatica lateral del esterol y la pérdida de 271 UMA,

corresponden al nucleo esterano (Figura 10).

El espinasterol es un esterol aislado por primera vez de la espinaca, y ha sido
aislado en numerosas plantas de familias como Phytolaccaceae, Cucurbitaceae,
Polygalaceae, entre otras cercanas a Stegnospermaceae. Este esterol ha demostrado tener
varias  actividades biologicas tales como antiinflamatoria, citoprotectora,
antiulcerogénica, antidepresiva, antiproliferativa y antitumoral (Jeong y cols., 2010;
Ntie-Kang y Yong, 2014).

Espinasterol y Actividad Bioldgica

Jeong y col. (2010), evaluaron el efecto antiinflamatorio y citoprotector de espinasterol
aislado de la parte aérea de la planta Aster scaber (Asteraceae) en la linea celular BV2
(microglia), en el cual este esterol inhibi6 la produccién de TNF-a e IL-1p inducida por
LPS, debido a la activacion de la via de sefializacion de las MAP cinasas, y un efecto
citoprotector contra la neurotoxicidad inducida con glutamato en la linea celular HT22

(hipocampo murino), posiblemente de la expresion de la via de sefializacion EKT.

Borges y col. (2013), evaluaron la actividad antiinflamatoria del extracto
hidroalcohdlico, la fraccion de diclorometano y el esterol espinasterol obtenidos de la
planta Polygala sabulosa, en el cual la fraccion de diclorometano y espinasterol
redujeron la respuesta inflamatoria inducida por LPS en ratones con peritonitis,
demostrando que el esterol juega un rol en el control de la inflamacion aguda. Lee y col.
(2012), evaluaron la produccion de oxido nitrico y citocinas proinflamatorias del
espinasterol glucosado en la linea celular RAW 264.7 (macr6fagos murinos), donde el

esterol glucosado mostrd un efecto inhibitorio en la produccién de 6xido nitrico y
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citocinas proinflamatorias tales como TNF-a, IL-6 e IL-1B en macrofagos estimulados
con LPS, debido a la inhibicion de la via de las MAP cinasas, ERK1/2, INK y p38 y
bloqueo de la via NF-xB.

Klein Jr. y col. (2010), demostraron el efecto antiulcerogénico del extracto,
fracciones y el compuesto espinasterol obtenidos de la planta Polygala cyparissias
(Polygalaceae), en donde se utilizé un modelo de ulceras inducidas con etanol/HCI, en el
cual este esterol inhibié aproximadamente el 86.2 % de las lesiones. Por otro lado,
Socala y WIlaz (2016), evaluaron la capacidad antidepresiva y ansiolitica del
espinasterol, donde este no produjo un efecto ansiolitico en los estudios de la prueba
luz/oscuridad, pero si un efecto antidepresivo agudo en la prueba de nado forzado en
modelo murino, posiblemente debido a una selectividad antagonista del receptor TRPV1

en el cerebro.

Actividad Antiproliferativa del Espinasterol

Para comprobar si el compuesto aislado, espinasterol, mostraba actividad
antiproliferativa frente a las lineas celulares, se utilizd el método MTT, evaluandose
concentraciones de 100 a 12.5 pg/mL sobre las lineas celulares HelLa, A549, LS-180 y
PC3 (Figura 11).

Los resultados muestran un efecto inhibitorio por encima del 50% de la
proliferacion celular en las lineas celulares A549, PC3 y LS-180 a la méaxima
concentracion utilizada, sin embargo, en la linea celular HelLa, se muestra un efecto
antiproliferativo entre la concentracion de 100 y 50 pg/mL. Esta linea celular en los
ensayos de los extractos metanolicos y en la fraccion de hexano no habia mostrado ser
sensible a éstos, con valores de 1Cso por encima de los 400 pg/mL para los extractos y de

349.7 ng/mL para la fraccion de hexano.

45



% de Proliferacion Celular

% de Proliferaclon Celular

A549
125+
100+ il
751
50+
254
0 T T
S W ® ® @
Concentracion pg/mL
HelLa
125+
1001
754
50+
25+
0 T
R +® ®

Concentracion pg/mL

PC3
125

100

% de Proliferaclon Celular

P & K

Concentracion pg/mL

LS180

125+
=
=]
< 1004
(5] e
c
L 754
L)
s
£ 50
&
o
o 254
o
==

I]- T T T

L\ \q,‘c q*;c ] \QQ

Concentracion (pg/mL)

Figura 11. Actividad antiproliferativa del compuesto espinasterol.
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Diversos estudios demuestran el potencial antiproliferativo y antitumoral del
espinasterol, como los realizados por Villasefior y Domingo (2000) quienes
demostraron el potencial antitumoral del espinasterol aislado de las flores de la calabaza
(Cucurbita maxima) en un modelo de cancer de piel en ratones, con una disminucion de

los tumores de 55-65 % aproximadamente.

Ravikumar y col. (2010) investigaron el extracto de éter de petroleo de las
semillas de Polyalthia cerasoides, en el cual se aislo6 el esterol espinasterol para evaluar
su actividad antiproliferativa en contra de la linea celular CACO-2 (cancer de colon),
donde espinasterol mostrd actividad con un valor de I1Csy de 57.7 nM/mL, también se
observaron cambios morfoldgicos tipicos de la apoptosis, posteriormente se confirmo

por analisis de fragmentacion de ADN.

Csupor-Loeffer y col. (2011), evaluaron la actividad antiproliferativa del extracto
de las raices de la planta Conyza canadensis, en la que uno de los compuestos aislados y
evaluados fue espinasterol en contra de las lineas celulares HelLa (cancer cervical),
MCF-7 (cancer de mama), A431 (cancer de piel) y MRC-5 (célula pulmonar normal),
con valores de 1Csq de 61.4 uM, 48.2 uM, 35.3 uM y 61.1 uM respectivamente.

Jeon y col. (2005), evaluaron la capacidad antiproliferativa del extracto de raiz de
la planta Puereria mirifica y sus fracciones, aislando como producto final el
espinasterol, en contra de lineas celulares de origen mamario (MDA-MB-231, MCF-7,
ZR-75-1, Hs578T, SK-BR-3), cervical (HeLa, CaSki), ovarico (2774, OVCAR-3, PA-1,
SK-OV-3), colorectal (HT-29, SW480, HCT116, DLD-1) y hepatico (PLC/PRF-5, SK-
Hep-1), en el cual el extracto de la raiz y el esterol aislado, espinasterol, mostraron un
fuerte efecto sobre las lineas celulares cancerigenas de origen ginecoldgico de mama
(MCF-7, MDA-MB-231), ovario (2774) y cérvix (HelLa), probablemente actuando como
un fitoestrégeno, como un agonista de receptor de estrogenos E, con actividad

preferencial en Era.

El sistema de sefializacién de los receptores de estrogenos (ER) juega un rol

crucial en el desarrollo de las funciones normales de las caracteristicas reproductivas en
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los seres vivos; estos receptores son abundantes en los tejidos de hombres y mujeres, se
conocen 2 tipos de receptores de estrogenos, ERa y ERB. Ambos receptores de
estrégenos, son factores de transcripcion de genes envueltos en la proliferacion,
diferenciacion y migracion celular, e involucran vias de sefializacién como la del factor
de crecimiento epidermal (EGF) y la via de sefializacion Notch. EI ERa es més activo en
el periodo neonato, y ERp domina durante la pubertad y en la adultez; en general Era
actua directamente en la proliferacion celular y el ERp en la diferenciacion y apoptosis.
Se ha demostrado que algunos fitoestrogenos muestran mayor afinidad hacia un receptor
que otro, se ha reportado que algunos fitoestrdgenos que se unen al ERB ayudan en la
prevencion del cancer colorrectal, también se reporta que cuando el ERP es el receptor
predominante en células normales de mama, los niveles de estos son reducidos en los
tumores mamarios, ambos receptores se distribuyen en diferentes partes del cuerpo
humano y ratones, se pueden encontrar en el sistema nerviosos central, sistema
intestinal, sistema cardiovascular, sistema inmune, rifiones, higado, huesos, mama,
cérvix, pulmones, colon, prostata, entre otros (Rollerova y Urbancikova, 2000; Heldring
y col, 2007; Bai y Gust, 2009; Xiong y col., 2015).

El ERa y ERP son productos separados de 2 genes diferentes, la ERa consiste en
596 aminodacidos con un peso molecular de 66 kD y se localiza en el cromosoma 6,
mientras que el ERpB consta de 530 amino&cidos con peso molecular de 28 kD y se
encuentra en el cromosoma 14, ambos poseen una estructura compuesta por 6 regiones
funcionales, A/B, C, D, E y F, los cuales muestran 4 importantes funciones, union de
ligando, dimerizacion, unién al ADN y activacion de la transcripcion. EI ERa y ERB ha
demostrado asociaciones con proteinas que activan la via de las MAP cinasas que esta
involucrada en la proliferacion y diferenciacion celular (Rellenova y Urbancinkova,
2000, Bai y Gust, 2009).

Jeon y cols. (2005) reportan la actividad antiproliferativa de espinasterol
presentada en las lineas celulares de cancer mamario y de cérvix, podria ser debido a la
accion de este compuesto como fitoestrogeno, posiblemente actuando como un agonista

del E; (estradiol) con afinidad hacia el receptor de estrégenos ERa. El cancer de mama
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es frecuentemente hormona — dependiente, es decir que las hormonas estimulan el
crecimiento de células cancerosas, debido a la activacion de vias de sefializacion que
controlan la maduracion, proliferacion, apoptosis y metabolismo que influencian el
desarrollo y crecimiento de las células tumorales. Los fitoestrogenos son derivados
quimicos de plantas que tienen actividad estrogénica, los cuales se combinan con los ER
e inician la activacion de la transcripcion. Algunos fitoestrégenos actian como agonistas
estabilizando la conformacion de los receptores, facilitando la activacion de la

transcripcion (Heldring y col., 2007; Bai y Gust, 2009).

Es probable que el compuesto espinasterol considerado en el presente trabajo
actué como fitoestrogeno, e interaccione con los receptores de estrégeno, causando asi
una accion agonista y activando vias de sefializacion que cause la muerte de las células
cancerosas utilizadas en la fase experimental de este proyecto, y que sea uno de los
compuestos que otorguen su capacidad antiproliferativa al extracto metandlico del tallo
de Stegnosperma halimifolium.
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CONCLUSIONES

Los compuestos responsables de la actividad antiproliferativa del extracto
metanolico del tallo de la planta Stegnosperma halimifolium se encuentran en la

parte no polar del extracto metandlico.

Las fracciones de hexano y acetato de etilo mostraron la mejor actividad

antiproliferativa contra de todas las lineas celulares utilizadas.

Las fracciones cromatograficas 7, 9, 10 y 11 obtenidas de la fraccion de hexano

mostraron mejor actividad antiproliferativa que la fraccion que les dio origen.
Se aisld y caracterizo el esterol espinasterol.

El compuesto espinasterol presenta actividad antiproliferativa contra la linea celular
HeLa.
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RECOMENDACIONES

Trabajar en la purificacion de la fraccion de acetato de etilo, para conocer la
composicion quimica de los compuestos responsables de la actividad
antiproliferativa.

Aumentar el ndmero de lineas celulares para la evaluacion de la actividad

antiproliferativa.

Probar los extractos metandlicos y sus fracciones con otros experimentos para

encontrar otras actividades bioldgicas de Stegnosperma halimifolium.
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ANEXO 1

Perfil Fitoquimico Cualitativo

Para identificar la naturaleza de los metabolitos secundarios presentes en las fracciones
quimicas del extracto metandlico de tallo de Stegnosperma halimifolium, se realiz6 un
perfil fitoquimico cualitativo. Se usaron las siguientes pruebas para estos metabolitos:
saponinas (pruebas de Rosenthaler y espuma), cumarinas (prueba del KOH), glucésidos
(test de Keller — Kiliani), esteroles y terpenos (Liebermann — Buchnard), alcaloides
(prueba de Meyer y Wagner), taninos (test de la gelatina), flavonoides (prueba del
NaOH al 10%), quinonas (test de cloroformo) y compuestos fenolicos (prueba del

cloruro férrico) (Leyva, 2013; Rascon, 2015).
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ABSTRACT: Cancer is a major cause of death in the world, representing a significant
problem of public health. Plants have been shown a great source of secondary
metabolites with anticancer activity. The methanolic extracts of Stegnosperma
halimifolium has been shown antiproliferative activity against cancer cell lines. The
methanolic extract of stem and its hexanic and ethyl acetate fractions showed significant
antiproliferative activity against the cell lines. The results show that the compounds
responsible of the antiproliferative activity of Stegnosperma halimifolium are present in
the non-polar fractions of the methanolic extract. The hexane fraction was fractioned by
column chromatography, the fractions 7, 9, 10 and 11 shown better activities. The
fraction 8 was characterized by NMR *H and **C, was isolated the sterol spinasterol.
Spinasterol can be a responsible compound of antiproliferative activity of methanolic

extract of Stegnosperma halimifolium.

KEYWORDS. Stegnosperma halimifolium, Stegnospermaceae, Antiproliferative

Activity, Spinasterol.
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1. Introduction.

Currently a lot of infectious, pathologic and degenerative process affects the health of
humans. Cancer in one of the major causes of dead in the world, in 2012 this disease
causes the death of 8.2 million of people in the world, in Mexico is the third cause of
dead in the country(WHO 2016; INEGI 2015). Approximately 60% of the world’s
population relies almost entirely on plants for medication and natural products have long
recognized as an important source of therapeutically effective medicines(Harvey 2000).
Mexico has around of 4000 species of medicinal plants, however, estimate that the
chemical, pharmacological and biomedical validation of the active principles carries out
only in the 5% of the species(Ocegueda et al., 2005). The state of Sonora, located in the
northwest of Mexico, the ethnics has used around 450 different plants with medicinal
porpoise, include endemic and introduce species, some has been scientific validate for
their medicinal properties. The plants of Stegnospermaceae family and the genus
Stegnosperma are a species unknown and poorly studied about of their biological
activities. Stegnospermaceae is a monogenic family that belongs to Cariophylalles order,
the genus Stegnosperma; this is formed by 3 species, watsoni, cubense and halimifolium,
it is widely distributed in the north of Mexico to Nicaragua and the Antilles (Johnson et
al, 1996; Yeltman and Van Devender, 2002). The plants of genus Stegnosperma are rich
in betalains (Kubitzki and Rohwer, 1993), the presence of glucosinolates (Vaughn and
Berhow, 2005) and flavonoids like quercetin and kaempferol has been identified
(Richardson 1981). The plant Stegnosperma halimifolium called commonly chapacolor

or snake herb is a shrub, ovate leaf, small white flowers, and fruits like brown berries

63



with black seed inside, the November to March for flowering season, is found near to
coast and hills. Is distributed mainly in Mexico, in the states of Sonora, Baja California,
Sinaloa, Michoacan y Guerrero (Kubitzki and Rowher, 1993; Yetman and Van
Devender, 2002). The Mayo and Seri ethnicity used the leaf of this plant to heal the bites
of snake or cure the headache, tribes of Baja California used the powder of roots like
soap substitute. Currently, exist little information about biological activity of
Stegnosperma halimifolium. Studies realized Ortiz Sandoval (2010) shown the
antiproliferative potential of the extract methanolic of Stegnosperma halimifolium, this
extract was probed in the cell lines HeLa, RAW 264.7, M12.C3.F6 and L-929, shown
ICs0 values between the 200 pg/mL. Due to this, is important research the biological
potential of the species of Stegnosperma, the aim of the present work was chemical
characterization of the compounds responsible of the extract methanolic of

Stegnosperma halimifolium.
2. Material and Methods.
2.1 Plant material.

The stem and leaves of Stegnosperma halimifolium were collected in La Manga, around
of the city of Hermosillo, Sonora, Mexico (29° 04” 59.3"" N, 111° 03" 02.9 ~~ W), in
October 2014. Botanical specimens were identified by Professor Jesus Sanchez

Escalante, head of Herbarium of University of Sonora with voucher specimen no. 22658.

2.2 Preparation of methanolic extracts and isolation of spinasterol.
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The stem and leaves were dried in the shade at room temperature and were powdered.
The methanol extract was obtained by maceration of dried powder of Stegnosperma
halimifolium in methanol for 10 days (Jiménez-Estrada et al. 2013). The solvent were
removed by evaporation under reduced pressure at 40°C on a rotary evaporator. The
methanolic extract of stem was partitioned with the following solvents: n-hexane, ethyl
acetate and ethanol consecutively. The preparations obtained of fractionation process
were concentrated on a rotary evaporator under pressure at 40°C. The hexane fraction
was separated by column chromatography with silica gel as stationary phase and n-

hexane, ethyl acetate and methanol like gradient.
2.3 Cell lines cultures.

L-929 (murine subcutaneous connective tissue), HeLa (human cervical carcinoma) and
A549 (human alveolar carcinoma), LS-180 (colorectal adenocarcinoma), PC3 (prostate
carcinoma) were purchased from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD). RAW 264.7 (murine macrophage transformed by virus Abelson
leukemia) and M12.C3.F6 (murine cell B lymphoma) were provided by Dr. Emil A.
Unanue (Department of Pathology and Immunology, Washington University in St.
Louis, MO). Cells were cultured in DMEM supplement with 5% FBS at 37°C and a 5%

CO, atmosphere.
2.4 Cell viability assay MTT.
Cell viability assay was evaluated by the MTT [3-(4, 5-dimethyltiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyltetrazolium] reduction assay with some modifications (Hernandez et al. 2007).
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Briefly, cell (1x10* per well, 50 pL) were placed in each well of a 96-well plated. After
24 h incubation at 37C in an atmosphere of 5% CO, to allow attachment, aliquots (50
uL) of medium containing different concentrations of extracts, fractions and spinasterol
were added and the cell cultures were incubated for 48 h. Preliminary experiments
established that the use of DMSO concentrations ranging from 0.06 to 2% in the cells
cultures caused no cell damage. Previously, extracts, fractions and the compound
spinasterol were dissolved in DMSO and subsequently diluted in the cultured medium.
In the last 4 h of incubation time, the cells were washed with PBS. Fresh cultured
medium and 10 pL of a MTT solution (5Smg/mL) were added to each well. The cell
viability was assessed by the ability of metabolically active cells to reduce the
tetrazolium salt to colored formazan. The formed formazan crystals were dissolved in
acidic isopropyl alcohol. The absorbance of the samples was measured with an ELISA
plate reader (Multiskan EX, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Using a test
wavelength of 570 nm and a reference wavelength of 650 nm. Proliferative cells were
expressed in terms of percentage, where the optical density measured form vehicle-
treated cells was considered 100% of proliferation. Antiproliferative activity of extracts,
fractions and spinasterol was reported as I1Cs, values (the 1C50 value was defined as the
concentration of extract required to inhibit cell proliferation by 50%) using GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Values of proliferation of a
least three experiments, with six doses, in triplicated, were log transformed; normalized
and nonlinear regression analysis was used to generate a dose-response curve to

calculated ICsq values.
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2.5 Qualitative phytochemical screening.

In order to identify the classes of phytochemicals presents in the fractions obtains of the
methanolic extract of stem of S. halimifolium; a quantitative phytochemical screening
was conducted. We used the next specific test: saponins (Rosenthaler test, foam test),
cumarines (KOH test), glycosides (Keller-Kiliani test), sterols and terpenes
(Liebermann-Buchnard), alcaloids (Wagner, Meyer test), tannins (gelatin test),
flavonoids (NaOH 10% test), quinones (chloroform test), and phenol compounds (ferric

chloride test) (Rascon Valenzuela, 2011; Leyva Peralta, 2013).
2.6 Chemical characterization of spinasterol.

H, 3¢ and bidimensional experiments were performed on a spectrometer Varian
INOVA, operating in 500 MHz in all experiments. The samples were dissolved in
deuterated chloroform (CDClIs). Chemical shifts were given in & ppm, as internal
reference, residual not deuterated dissolvent CHClI3 in 6 7.26 and tetramethylsilane
(TMS) in 6 0 was used. MS experiments were performed on a spectrometer MStation
JMS-700, with the next conditions: ionization mode was Electronic Impact (EI) in

positive mode, range of analysis was 10-500 m/z, temperature was 3276.7 °C.
3. Results.

3.1 Evaluation of antiproliferative activity of methanolic extracts of S. halimifolium.
In order to evaluate the antiproliferative activity of methanolic extract of stem, leaves
and a mixture of leaves/stem of Stegnosperma halimifolium these were tested against

different cancer cell lines and non-cancer cell line. Methanolic extracts were tested with

67



concentrations range of 12.5 - 400 pg/mL on the cancer human cell lines A549 and
HelLa, murine cancer cell lines RAW 264.7 and M12.C3.F6, and the murine non cancer
cell line L-929. The methanolic extract of stem/leaves shown to be active against the
murine cancer cell RAW 264.7 (IC5;=243.12 ug/mL) and M12.C3.F6 (IC5,=213.67
ug/mL), but not against the cell lines A549, HeLa and the non-cancer cell line L-929.
The methanolic extract of stem shown antiproliferative activity against the cell line
RAW 264.7 with values of 1Csp = 118.09 ug/mL, but had not effect in the rest of the cell
lines. The methanolic extract of leaves not shown antiproliferative activity against the

cancer and non-cancer cell lines (Table I).
3.2 Evaluation of the fractions obtained of methanolic extract of stem.

The methanolic extract of stem was fractioned with solvents of increasing polarity,
obtained the hexanic, ethyl acetate and ethanol fraction. These solvent fractions were
tested for antiproliferative activity under same conditions previously described. The
hexane fraction shown to be active on the murine cancer cell lines RAW 264.7 and
M12.C3.F6 with values of ICso = 65.9 pg/mL and 146.1 ug/mL, respectively, and shown
antiproliferative effect against non-cancer cell line L-929 (IC5,=133.4 ug/mL). This
fraction showed a low effect in the cancer cell line HeLa with ICsq values = 343.2
pg/mL, but against the cell line A549 shown antiproliferative activity with ICsy values of
68.6 ug/mL. The ethyl acetate fraction present antiproliferative activity against the
murine cancer cell lines RAW 264.7 and M12.C3.F6 with ICs values of 50.8 pg/mL and
78.4 ug/mL, respectively, and low effect against in the L-929 cell line with 1Csy values=

215.8 pg/mL. In other hand, this fraction shown a low effect in the cancer cell line A549
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(IC50=349.7 ng/mL) and the HeLa cell line with ICsp values of 133.4 pg/mL. The
ethanolic fraction not showed antiproliferative activity against any cancer cell line and
non-cancer cell line (Table I1). Our results suggest that the responsible compounds of
antiproliferative activity of Stegnosperma halimifolium found in the low polarity of the

extract methanolic of stem.
3.3 Qualitative phytochemical screening.

The qualitative phytochemical screening of solvents fractions obtained of methanolic
extract of Stegnosperma halimifolium revealed the presence of sterols and terpenes in
hexanic fraction, flavonoids in ethyl acetate fraction and phenolic compounds,
flavonoids and saponins in the ethanol fraction. The results revealed that the compounds
responsible of the antiproliferative activity of Stegnosperma halimifolium are terpenes

and flavonoids compounds.
3.4 Antiproliferative activity of chromatographic fractions obtained of hexane fraction.

The hexane fraction was fractioned by column chromatography, were 16
chromatographic fractions, were evaluated in the same conditions that the last
experiments. The fractions 7, 9, 10 and 11shown ICsq values of 60.4 pg/mL, 63.4
pug/mL, 55.2 pg/mL and 57.4 ng/mL, respectively, against the cancer cell line A549,
shown a better antiproliferative effect that it origin fraction (Table I1I). The

chromatographic fraction 8 was obtained as a white powder, and was characterized.

3.5 Chemical characterization of fraction 8.

69



The chromatographic fraction 8 was obtained as a white solid amorphous, with a melt
point of 169°C, soluble in chloroform and dichloromethane, in the TLC was observed a
band purple defined when was revealed with phosphoric vanillin and didn’t showed

fluorescence at 254 and 365 nm.

In order to characterize the fraction 8 were carried out NMR and MS experiments. The
'H NMR revealed the presence of 3 signals chemical displacement of 5.1, 5.09 and 4.98
ppm, indicated the presence of double bonds in the structure, 3.71 ppm signal revealed
the presence of a proton joined at hydroxyl group. The **C NMR showed 4 signals to
chemical displacement 139.56, 138.15, 129.45 and 117.6 ppm indicate the presence of
carbons joins to double bonds, the 71.1 ppm signal represent carbon connected with
hydroxyl group.

Compare the results of the *H and *C NMR with the literature, found a compound with
the similar signals (Table 1V), the sterol spinasterol (Choi et al., 2003 Ragasa and Lim,
2005; Zhang et al, 2005; Muthia and Andalas, 2015). HSQC experiment shown signal
chemical displacement 71.1 and 3.52 ppm was joined, corresponding to C3, the 138.15
and 5.1 ppm represent the signals of C22, 129.45 and 4.98 ppm, 117.46 and 5.09 ppm
represent signals of double bonds (C23 and C7 respectively), the 139.56 ppm signal
wasn’t joined any proton signal, indicate the presence of quaternary carbon. COSY
experiments showed the correlation of proton signal 5.1 and 4.98 ppm; confirm the
presence of double bond with the carbon of displacement signal 138.15 and 129.45 ppm,
corresponding to C22 and C23, the signal 1.18 and 1.97 ppm demonstrate the directly

correlation of C17 and C20, carbons found between union steran nucleus and the
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aliphatic chain lateral, too observe the correlation between the 3.52 and 1.63 ppm,
corresponding to union of C3 and C4 (Figure 2). The HMBC experiment shown the
correlation of the 13.037 and 1.18 ppm corresponding at C19 and C6, joined to 3 bonds
of distance, 12.049 and 1.18, 1.2 according to C18 to relation of C12 at 2 bonds distance
and C16 at 3 bonds of distance, 21,372 and 5.1 ppm signals correlate the C21 joined to
C22 at 2 bonds distance, 51.25 and 0.75 ppm corresponding to join between C24 and
C29 to 2 bonds of distance, 31.87 and 0.85, 0.75 ppm represent the C25 with C27 to 2
bonds of distance and C29 to 3 bonds of distance. 25.39 and 4.98 ppm represent the
correlation of C28 and C23 to 3 bonds of distance, 12.24 and 1.09 ppm corresponding to
C29 joined to C28 to 2 bonds of distance (Figure 3). DEPT 135 corroborated the
presence of 3 cuaternarian carbons to chemical displacement signals to 139.56, 43.292
and 34.232 ppm, corresponding C8, C10 and C13 respectively, which the C8 was joined
to C7 in a double bond. The presence of 9 CH, groups at signals 39.47, 37.99, 37.15,
31.48, 29.65, 28.5, 25.4, 23.02 and 21.55 ppm corresponding to C12, C4, C1, C2, C6,
C16, C28, C15 and C11 respectively, coincidence with the spinasterol structure, 8 of the
steran nucleus and 1 of the aliphatic chain. MS spectrum revealed the molecular weight
of the compound is 412 UMA, with a fragmentation patron of 81, 246, 255, 300 and
412, where, the loss of 141 UMA between the fragmentations peak of 271 - 412 UMA
corresponding to lose of the lateral aliphatic chain of sterol, and the loss of 271 UMA

corresponding to steran nucleus .
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3.6 Evaluation of antiproliferative activity of spinasterol.

The isolated compound spinasterol was evaluated for antiproliferative activity against
cancer cell lines as HelLa, A549, LS-180 and PC3, the conditions were the same of the
last experiments, were uses concentrations of 12.5 — 100 ug/mL for this experiment. The
effect in the cell lines LS-180, A549 and PC3 didn’t showed antiproliferative effect at
the maxima concentration evaluated, however, spinasterol presented an antiproliferative

effect in the cell line HeLa, with 1Cs, values between 100 — 50 pg/mL.
4. Discussion.

The plants of genus Stegnosperma are species that has been poorly studied about their
phytochemical components and biological activities. Recently researches about
antiproliferative activity of methanolic extract of Stegnosperma halimifolium
demonstrated the potential of this plant against cancer cell lines like HeLa, RAW 264.7
and M12.C3.F6 with ICs values between 200 — 400 pg/mL and didn’t seen effect in the
non-cancer cell line L-929, similar our results of the methanolic extract of stem/leaves
with an effect in cell line RAW 264.7 and M12.C3.F6 with ICsp value of 243.12 pg/mL
and 213.67 pg/mL respectively, the effect of the cell line L-929 was similar too, with an
ICso value under the last concentration evaluate (Ortiz Sandoval 2010; Jiménez-Estrada
et al. 2013). However, the 1Csq values of the methanolic extract of stem shown better
activity in the cell line RAW 264.7 (118.09 pug/mL), so that this methanolic extract was
partioned by extractions with ascendant polarity solvents. Has been demostrated that

purification process of methanolic extracts can be enhance the potential activity compare
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to the original extract, the techniques more used is make extraction with solvents with
different polarities like n-hexane, dichloromethane, ethanol or water, HPLC, column
chromatography or supercritical fluid (Cannell 1998; Colegate and Molyneux, 2008). In
this work, used the extractions with solvents, and obtained 3 fractions, n-hexane, ethyl
acetate and ethanol, where, the antiproliferative activity of hexane and ethyl acetate
fractions were better that the initial methanolic extract of stem, shown activity in cell
lines that the methanolic extract didn’t have effect, like HeLa and A549 cell line, with
ICs0 values of 343.2 ng/mL and 68.6 pg/mL respectively, for hexane fraction, and I1Csq
values of 130.9 pg/mL and 349.7 pg/mL respectively, for the ethyl acetate fraction, and
enhance the effect in the cell lines RAW 264.7 with 1Cs values of 65.9 pg/mL and 50.8
pg/mL respectively, for hexane and ethyl acetate fraction. The fraction chromatography
8 was obtained by column chromatography of the hexane fraction, and characterized the
compound spinasterol. The phytochemical screening shown a positive result for terpenes
and sterols, exist reports of the identification of sterols compounds like B-sitosterol and
spinasterol in the plant Stegnosperma halimifolium (Xu and Patterson ,1990).
Spinasterol was isolated for first time in the spinach, and exist numerous references
about the isolation of spinasterol in medicinal plants in families near to
Stegnospermaceae, like Polygalaceae, Cucurbitaceae, Phytolaccaceae, among other.
Spinasterol has demostrated possess different biological activities as antiulcerogenic,
antigenotoxic, antidepressant, anti-inflammatory and antiproliferative (Villasenor et al.,
1996; Ntie-kang and Yong, 2014). Studies of spinasterol isolated of the extract of

Polygala cyparissias (Polygalaceae) has been demostrated the effect antiulcerogenic in a
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murine model of ulcer induced by ethanol/HCI, inhibit 86.2% of the injuries (Klein et
al., 2010). In other hand, studies demostrated the antidepressant potential of spinasterol
in the proof of forced swimming in mice, maybe an agonist selective effect of the
receptor TRPV1 (Socata et al., 2015; Socata and Wlaz, 2016). Studies of spinasterol
isolated of Aster scaber plant, evaluated the potential anti-inflammatory in the cell line
BV2 (microglial cells), in which, the sterol inhibits the production of TNF-a. and IL-1p
LPS induced (Jeong et al., 2010). Spinasterol isolated of the dichloromethane fraction of
hidroalcoholic extract of Polygala sabulosa, demostrated that this sterol play a role in
the control of agude inflammation (Borges et al., 2014). Studies of the oxide nitric and
pro-inflammatory cytokines of the glycoside spinasterol in the cell line RAW 264.7, the
glycoside sterol shown an inhibitory effect in the oxide nitric and the cytokines
production as TNF-a, IL-6 and IL-1p (Lee et al., 2012).

Spinasterol has demostrated their potential as an antiproliferative and antitumor
compound (Villasefior and Domingo, 2000); different studies in cell lines corroborated
their effect. Isolation of spinasterol obtained of the methanolic extract of seeds of
Polyalthia cerasoides was evaluated against the cell line CACO-2 (colorectal cancer),
where, spinasterol shown activity with ICsq values of 57.7 nM/mL (Ravikumar et al.,
2010). Spinasterol isolated of the plant Conyza canadensis shown antiproliferative
activity against cancer cell lines like HeLa, MCF-7, A431 and MRC-5 (Csupor-Loaffer
etal., 2011). Studies in the methanolic extract of roots of Pueraria mirifica, where a
final compound isolated was spinasterol, was probed against cell lines of gynecological

origin, this compound shown a strong effect in cancer cell lines of breast (MCF-7 and
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MDA-MB-231), ovarian (2774) and cervical (HeLa), maybe act like phytoestrogen, as
agonist of the receptor of estrogen E; (estradiol) with affinity to estrogen receptor ERa
(Shin et al., 2005). The system of signaling of the estrogen receptors (ER) plays a crucial
role of the reproductive characteristics in the organism; ERa and ERf are the most
common, both is found in different parts of human and mice, are normal in the central
nervous system, intestinal system, immune system, liver, bones, breast, cervix, prostate,
colon, and kidney(Rollernova and Urbancinkova, 2000; Vegeto et al., 2003). Has been
demostrated that some phytoestrogen joins to ER helps to prevention of colorectal
cancer (Barone et al., 2008) and exists reports that when the ERp are controlling in the
normal cells of breast, the levels of these are reducing in the breast tumor (Xiong et al.,
2016). The phytoestrogen are chemical derivates of plants with estrogenic activity, some
phytoestrogens act like agonist, stabilized the conformation of the receptors, facility the

activation of transcription (Bai and Gust, 2009).
5. Conclusions.

Based on the results, spinasterol isolated of the methanolic extract of Stegnosperma
halimifolium shown antiproliferative activity in the cancer cell line HeLa, maybe this
compound act like phytoestrogen, cause an agonist action and activate signalization

pathway that cause of dead in this cancer cell line in the experimental process.
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TABLES.

Methanolic IC5 = Standard Desviation (ug/mL)
extract L-929 RAW 264.7**  M12.C3.F6 HeLa  Ab49
Stem + Leaves > 400 243.12+15 213.67+1.3 >400 > 400
Stem > 400 118.09 £ 1.75 > 400 > 400 > 400
Leaves > 400 > 400 > 400 > 400 > 400

Doxorubicin®  2.89+0.11 0.38+0.01 1.89 + 0.06 >4 25%14

Table 1. The results have been expressed in average + standard deviation. (*) Positive

control. (**) Significative differences against the cell line L-929.

ICso £ Standard Deviation (ug/mL)

Fraction
L-929 RAW 264.7** M12.C3.F6** HeLa A549
Hexanic 1334+1.4 659+11 146.1+1.4 343.2+24 68613
Ethyl Acetate 215.8+2.1 508+11 784 +1.3 1309+1.1 349.7+1.2
Ethanol NP NP NP NP NP
Doxorubicin® 2.89 +0.11 0.38+0.01 1.89 + 0.06 >4 25+14

Table I1. The results have been expressed in average + Standard Deviation. NP: Not
Present Activity. (%) Positive control. (**) Significative differences against the cell line

L-929.
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Chromatographic

ICso (/ML) +

Fraction SD
1 > 100
2 71.9+1.08
3 > 100
4 84.71+1.32
5 81.13+1.21
6 71.86+1.29
7 60.45+1.2
8 NE
9 63.4+1.14
10 55.22 £1.09
11 57.39+1.13
12 73.91+1.17
13 84.65+1.12
14 > 100
15 96.48 + 1.6
16 95.69+1.19

Table I11. The results has been expressed in average + Standar Desviation (NE): Sample

Not Evaluated
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Table 1V.

Chemical displacements expressed in (3) ppm. Varian INOVA. 500 MHz. CDCls. (dd):

Position RMN®C (8) ppm RMN'H (8) ppm  Spinasterol **C (*H)
1 37.155 1.01,1.74 37.1(1.09, 1.82)
2 31.479 1.36,1.72 31.5(1.39, 1.77)
3 71.079 3.52 (1H, m) 71.1 (3.6, 1H, m)
4 37.997 1.18,1.63 38.0 (1.27, 1.70)
5 40.275 1.33 40.3 (1.4)

6 29.69 1.15,1.68 1.22,1.74

7 117.46 5.09 (1H, m) 117.5 (5.18, 1H, m)
8 139.56 139.6

9 49.466 0.66 49.5 (1.66)

10 34.23 34.24

11 21.555 15 21.6 (1.48)

12 39.476 1.18,1.92 39.6 (1.23, 2.0)
13 43.29 433

14 55.135 1.74 51.15 (1.81)

15 23.086 1.31,1.44 23.0 (1.40, 1.52)
16 28.498 1.2,1.66 28.5 (1.25)

17 55.918 1.18 55.95 (1.25)

18 12.049 0.5 12.05 (0.55)

19 13.037 0.72 13.0 (0.8)

20 40.817 1.97 40.8 (2.05)

21 21.372 15 21.4 (1.02)

22 138.158 5.1 (1H, dd) 138.15 (5.17, 1H, dd)
23 129.457 4983 (1H,dd)  129.48 (5.09. 1H, dd)
24 51.253 1.45 51.26 (1.55)

25 31.874 1.48 31.9 (1.55)

26 21.079 0.75 21.2 (0.85)

27 18.99 0.72,0.85 19.0 (0.84)

28 25.393 1.09, 1.33 25.4 (1.18, 1.42)
29 12.24 0.75 12.2 (0.81)

Double of double. (m): Multiplete.
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FIGURES.

HO

Figure 1. Chemical structure of spinasterol.
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Figure 2. COSY experiment of the compound spinasterol.
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Figure 3. HMBC experiment of the compound spinasterol.
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Figure 4. Evaluation of antiproliferative activity of spinasterol.
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