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RESUMEN

Fl extracto etandlico de la corteza de Abutg grandifolin (MART) Sandwith «abutas, contienc dos tipos de alealoides, uno muy
soluble en éter etilico y el segundo soluble en agua. Estos corresponden & los alealoides del tipo amonio cuaternario. Tienen
propiedades citotdxicas frente al modelo de embriones de erizo de mar, confirmadoe frente a la linea celular VERQ.

Para determinar el efecto antitumoral se realizé un ensayn con ia linea celular de carcinoma epidermoide laringeo humano
{HEP-2) dando una respuesta citotdxica de 91% y 95% a las concentraciones de 0,24 v 0,06 mpg/mL, respectivamente.

Una fraceién alcaloidea denominada A, cuyas propiedades espectroscdpicas IR muestran bandas de absorcién cotrespon-
dientes a los alcaloides del tipe amonio cuaternario, ticne prepicdades antitumorales.
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SUMMARY

‘The ethanolic extract of the stalk of Abuts grandifolis {MART) Sandwith «abutav, contains two lypes of alksloids, one is very
soluble in ethilic ether and the other one is water soluble. They correspond to alkaloids of guaternary amumeonium type. They
have citotoxic properties against formed system by eggs of sca urching and it confirmed against a VERO cell ling,

For determining the antitumoral effect, if was carried out an essay with cell line of the (HEP-2} human Laryngelal epydermoidal
carcinoma resulting in a citotoxic response of 91% and 95% at a concentrations of §.24 and 0.66 mg/dL.

A alkaloid fraction named A, wich IR spectroscopical properties show abserption bands corresponding to alkaloids of
quaternary ammmonium type, it has antitumeral propierties.
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INTRODUCCION o . o o
sobre el crecimiento, diferenciacidn y confinamien-

L . to espacial celular,
El crecimiento y la maduracién celular son even-

tos normales en el desarrollo de los érganos du-
rante la embriogénesis, crecimiento y reparacion
tisular, asi como en ia remedelacién después de
lesiones. La regulacién desordenada de estos pro-
cesos produce como resultades pérdida de control

La neoplasiz humana representa un modelo co-
lectivo, un espectro de enfermedades que se carac-
teriza por el crecimiento anormal e invasidn celu-
lar.
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Durante los tiltimos afios® se han realizado pro-
gresos importantes a la luz de las bases biclégicas
y bioquimicas del eéncer, y a la investigacion ba-
sada en la tecnologia moderna de la genética
molecular as{ como los conocimientos de la
inmunologia.

La quimioterapia ha demostrado su utilidad en el
tratamiento de ciertas formas de cancer, donde las
especies vegetales constituyen una fuente 1til de
compuestos antitumorales con importancia
clinica®”.

El bioensayo de citotoxicidad en embriones de eri-
zo de mar %% muestra ser una prueba muy rapida,
que es utilizado como un método de Screening
genotéxico-teratogénico para sustancias aisladas
o mezclas complejas a partir de los extractos vege-
tales®. En los itimos afios la aplicacion de los cul-
tivos celulares™® ha permitido grandes avances
en la comprensién de los mecanismos implicados
en los procesos intracelulares e intercelulares con
el establecimiento de los co-cultivoes, donde Ia in-
vestigacion del cancer es un area fuertemente de-
pendiente del cultivo cefular’#®,

En el Perii®, las especies del género Abuta, en espe-
cial Abuta grandifolia (Menispermaceae) se encuen-
tran en los departamentos de Loreto, San Martin,
Ucayali, Madre de Dios, Cerro de Pasco, Junin y
Amazonas. Los nativos lo usan para curar enfer-
medades inflamatorias y ciertos tipos de heridas®

Para el estudio de plantas con propiedades
antitumorales planteamos como estrategia el es-
tudio guiado por bicensayo de citotoxicidad de un
grupo de plantas para encontrar en los extractos
moléculas con actividad antitumoral; para lo cual
fiamos como objetivo el estudio antitumoral en
linea celular de la fraccidn alcaloidica, asi como
su correspondiente elucidacion estructural.

MATERIAL Y METODOS
Material bioldgico

En lalocalidad de Nauta, departamento de Loreto,
se colectd 23 especies vegetales, segiin las indica-
ciones etnofarmacologicas acopiadas de los habi-
tantes de esta localidad. Mediante screening
citotéxico por el modelo de embriones de Erizo de
mar™?, se selecciond la especie Abuta grandifolia
(MART) Sandwith (Menospermaceae) para el estu-
dio antitumoral.
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La linea celular Vero, proveniente del rifién de
mono verde (Cercopithecus aethiops) y la linea celu-
lar HEP-2 de carcinoma epidermoide laringeo hu-
mano fueron proporcionadas por el Instituto Na-
cional de Salud.

Equipos

Los espectros UV e IR fueron determinados en un
espectrofotometro UV visible Perkin Elmer, y un
espectrofotémetro IR Nicolet.

Entre las soluciones y medios de cultivos se utili-
zd el Medio Minimo Esencial con sales de Earl's

(EMEM; v suero bovino fetal.

Preparacién de extractos

De cada una de las 23 especies vegetales se prepa-
ré por maceracién dos tipos de extractos: uno con
diclorometano y otro con etanol; utilizando la cor-
teza o las hojas en polvo.

Bioensayo de citotoxicidad

Los extractos etandlicos de las hojas de Calizndra
angustifolis {bubinsana) y Himalantus sucmiba (be-
Haco caspi); y de la corteza Abuta grandifolia (abuta)
mostraron propiedades fuertemente citotéxicas
utilizando el modelo de huevos fecundados de eri-
z0 de mar.

Aislamiento de alcaloides

El extracto seco de la corteza de Abula grandifolia,
fue tratado con éter etilico con el propésito de ex-
traer los alcaloides; esta operacién se realizd hasta
agotamiento.

Se observé en el residuo la presencia de alcaloides
y también en el extracto etéreo; esta observacion
sirvid para inferir que la corteza de Abuta grandifolia
tiene dos tipos de alcaloides, uno medianamente
polar y otra fraccién muy polar.

Actividad citotéxica de fas fracciones alcaloidicas

El bioensayo de citotoxicidad segiin el modelo de
embriones de erizo de mar presenté actividad po-
sitiva con el extracto polar, en cambio, el conteni-
do de la fraccién etérea no respondié al bicensayo.



Fraccionamiento del extracte libre de alcaloides
solubles en éter

Para separar los compuestos de la fraccién libre
de alcaloides solubles en éter, se procedié al aisla-
miento de los «alcaloides polares», en una
cromatografia en escala preparativa, usando como
fase fija Silicagel G, como sistema de solvente clo-
roformo-metanol 1: 1 v/v, y como revelador el
reactivo de Dragendor {f. Se separ6 5 fracciones
denominadas A,B,C,D y E. Las fracciones Ay B
presentaron propiedades citotdxicas y respondie-
ron positivamente al reactivo para alcaloides.

Preparacion de los cultives celulares

El procedimiento de cultivo de <élulas VERO fue
similar al de células HEP-2, se crecieron frascos
de 75mL el cual contiene de 1{® células, en el me-
dio de cultivo minimo esencial con sales de Earl's
(EMEN} y suero bovino fetal, L-glutamina y
amincacidos.

Se descartd el medio de crecimiento, luego se lavd
las células con 10 mL de PBS al 1% seguido de otro
lavado con una solucién de tripsina-EDTA, se
incubd a 37°C por 48 hrs. La monocapa de células
se expuso a 2 mL de tripsina con la finalidad de
que se desprendan del frasco. En seguida se traté
conr 10 mL de medio de cultivo ENEM, resultando
una suspensidn que contiene aproximadamente 5
x 10¢ células/ml.. De esta suspensidén se tomo 2
mL {100,000 células) a cada frasco de cultivo celu-
lar de 12 mL, se incubd los frascos de cultivo a 37°
C en una atmodsfera de anhidrido carbénice al 5%.

Con el fin de revisar la viavilidad y pureza de las
células, se observé el frasco con las células en un
microscopio invertido al aumento de 40X. Se re-
emplazé el medio completo por el medio de man-
tenimiento {medioc ENEM mas 2% de Suero Bovi-
no Fetal)} . se descartd el medio de cultivo en un
beaker estéril y se lavd dos veces con solucion
buffer fosfato salina (PBS 1%].

Nuevamente se reemplazé el medio de cultivo con
2mL de medio de mantenimiento.

Preparacién del medio ENEM para las pruebas con
lineas celulares VERO y HEP-2

El medio ENEM se diluy6é en un litro de agua
bidestilada, se adicioné 0,35 gramos de bicarbo-
nato de sodio y se filtzS. A la solucidn se le agregd
Penicilina y estreptomicina, Buffer HEPES al 1%,
L-glutamina al 1%, aminodcidos no esenciales al
1% v Suero Bovino Fetal al 10%.

Efecto antitumoral de los alcaloides hidrosolubles de Abufa grandifolia (MART) Sandwith, en linea celular HEF-2

Se repartié en frascos estériles y se incubd a 37° C
por 24-48 horas.

Inoculacion de las fracciones alcaloidicas Ay Ben of
cultiva celular

Cada fraccién se diluyé en el medio de manteni-
miento y se prepararon diluciones de 7,7 mg /
2ml, 3,85 mg /2mL, 1,925 mg/ 2mL, 0,933 mg /
2ml y 0,48 mg/ 2mlL.

RESULTADOS

El extracto etandlico de Abuta grandifolia presenté
a las 24 horas significativa actividad citotéxica en
el modelo de embriones de erizo de mar.

La actividad citotoxica del extracto etanélico {en
DMSQ) sobre la linea celular VERO fue evaluada a
las 24, 72 v 96 horas a diferentes concentra-
ciones.(Tabla 1)

Tabla 1. Actividad citotdxica del extracto etandlico
de las hojas de Abuta grandifelia sobre la linea ce-
lular Vero. Las fracciones A y B, obtenidas por
cromatografia en escala preparativa y que respon-

Concentracidn Actividad citotdxica
(mg/mL) (%)
7.7 50
3,85 85
1,925 85
{3,963 65
0,48 ’ 50

den positivamente al reactivo de Dragendorff mos-
traron frente a la linea celular VERO una marcada
actividad citotéxica.

Tabla 2. Actividad citotéxica de las fracciones
alcaloidicas Ay B de corteza de A. grandifolia
sobre linea celular VEROQ; observadas durante 15
dias:

Actividad Citotéxica
Fraccidn (m(:izr:i.) (%)
7m0 dia 15" dia
A 0,24 75,5 95
A 0,12 75 95
A 8,06 85 g97.5
B 0,24 70 95
B 0,12 65 97,5
B 2,06 50 95,5
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E! extracto etandlico {en DMSO) de la fraccién Ay
B, asi como del extracto total {C} mostraron una
actividad citotéxica frente la linea celular HEP-2
que se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Efecto citotdxico de la fraccién Ay B y del
extracto Total C frente a linea celular HEP-2

1 cone. Efecms(‘cyjjatéxico I\‘Tg de
Fraocidn (gl : Células
3% dia { 5° dfa | B° dia 92 dia
C | 024 | 89,0 | 92,0 | 925 | 415 x 10
C {006 900 | 950 | 990|550 x10¢
A 0241 360 | 37,0 | 400 {1,04 x10°
Af006] 00 | 00| 00 1,8 x10°

En cuanto al andlisis espectroscépico UV, 1a frac-
cidn A presenta absorciones a maxima de 254,79
nm v 260,96 nm, mientras que la fraccion B tiene
una banda de absorcitn a 275,26 nm.

El espectro IR exhibe las bandas de absorcion de
acuerdo a la tabla 4.

Tabla 4. Bandas de absorcion de los espectros IR
de las fracciones Ay B

{Fracciént Abscrixén Grupo fancional
{cm)
A 1460 Amonio cuaternario
2940 Amonio cuaternario
2924 Amonio cuaternario
2847 Amonio cuaternario
3431 Nitr6geno aminico e hidroxilo
B 1455 Amonio cuaternario
2858 em? Amonip cvaternario
295( em! Amonio ¢uaternario
3431 Nifrdgeno aminico e hidroxilo
DISCUSION

El desarrollo experimental del presente trabajo de
investigacion se ha llevado a cabo teniendo come
base estratégica la separacion de los alcaloides, un
fraccionamiento cromatografico y el seguimiento
de la actividad citotdxica de las fracciones con el
modelo de embriones de erizo de mar y células
VERC.

En el extracto etandlico de la corteza de Abula
grandifclia se encontré dos tipos de alcaloides,
unos muy solubles en éter etilico sin efecto
citotdxico y otros muy polares que de acuerdo a
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los estudios espectroseopicos IR responden a las
estructuras de alcaloides de tipo amonio
cuaternario®. Estos poseen actividad citotéxica
significativa.

Algunos autores han reportado que muchas espe-
¢ies de la familia Menispermaceae contienen
alcaloides del tipo amonio cuaternario®, estas re-
ferencias permitié deducir que Abula grandifolia,
quimiotaxonémicamente es una fuente de estos
alcaloides.

La solubilidad de las fracciones alcaloidicas Ay B
, apoyada por los resultados epectroscépicos IR
que mostrd bandas caracteristicas al grupo amonio
cuaternario {1,400 cm™®) evidenciaron que en la
corteza de Abuta grandifolia se encuentran dos ti-
pos de alcaloides de los cuales uno de ellos tHene
estructura de tipo amonio cuaternario.

La citotoxicidad de los alcaloides berberina y
lincagenina han sido evaiuadas en lineas celula-
res HELA (carcinoma de titero) SVKO, (carcinoma
de ovario) y HEP-2 (carcinoma laringeo) , los re-
sultados justifican los objetivos de nuestro estu-

dio.
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Fig. 1- Principales alcaloides con estructura tipo
amonio cuaternario encontrados en la familia
Menispermaceae y Berberidaceae.



Diversos estudios relacionan la actividad citotéxica
de un compuesto con las potenciales propiedades
antitumorales’. Nosotros reforzamos la actividad
citotoxica frente a las células de mono verde {célu-
las VERQ)}, confirmando la importancia de las frac-
ciones alcaloidicas A v B ; a la concentracién de
0,48 mg/mL el porcentaje de la citotoxicidad se
mantuvo entre 50 y 70 % toméndose esta concen-
tracién como la CCS50 (concentracion citotdxica
media}.

La microscopia electrénica nos permitié observar
que la fraccién A tenia mayor citotoxicidad que la
fraccién B

Después de utilizar los dos modelos de
citotoxicidad, el uso de la linea celular HEP-2, pro-
veniente del carcinoma epidermoide laringeo hu-
mano, sirvid para determinar el efecto antitumoral.

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de la corteza de Abuia
grandifolin (MART) Sandwith contiene dos tipos de
alcaloides, un grupo muy soluble en éter etilico y
otro insoluble, que responde a la estructura de
alcaloides de amonio cuaternario, demostrado
mediante espectroscopia IR.

La fraccién alcaloidea A v B, obtenidas por
cromatografia en escala preparativa, poseen
citotoxicidad significativa frente a los embriones
de erizo de mar y células VERO.

La fraccién A tiene un potencial efecto antitumoral
a las concentraciones de 0,24 y 0,06 mg/mL, eva-
luada en la Hnea celular HEP-2 {carcinoma
epidermoide laringeo humano}.
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