
CIENCIA E lNVESnGAGÓN VIl (1) 

FACULTAD UE FARMACIA y BIOQUIMICA 

UNMSM 2004 
loS.S.N. 1561-0861 

EFECTO ANTITUMORAL DE LOS ALCALOIDES 
HIDROSOLUBLES DE Abuta grandifolia (MART) Sandwith, EN LíNEA 

CELULAR HEP-2 

YENY ROJAS V.', Roclo SOTO B.', ELlZABETH ANAYA'" FERNANDO RETUERTO P'., 
CESAR M. FUERTES R.' 

'INSTITUTO DE CIENCIAS FARMACEÚTICAS y RECURSOS NATURALES. FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUíMICA, 'ICBAR 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 

'INSTITUTO NACIONAL DE SALUD 

RESUMEN 

El extrilcto etanólko de la corteza de libuta gfand~foiia (MART) SaJldwifh ~,abuta)), contiene dos tipos de alcaloides, uno muy 
soluble en éter etílico y el segundo soluble en agua. Estos corresponden a los alcaloides del tipo amonio cuatcrn<lrio. Tienen 
propiedades cito tóxicas frente al modelo de embriones de erizo de mar, confirmado frente a In línea celular VERO. 

Para determinar el efecto anfiturnora! se rl:'alizó un ensayo con la línea celular de C<1rdnoma epidermoide laríngeo humnnn 
(HEP-2) dando una respuesb dtotóxica de 91"1" y 95"/0 a bs concentr;Jeiones de 0,24 y 0,06 mg/mL, respectivamente. 

Una frn.cción alcaloídea denominilda A, cuy¡:¡s propiedades espectroscópicas IR muestran bandas de absorción correspon­
dientes u los alc<11oides del t¡po amonio cuaternario, tícne propicd.ades antitumorilles. 

Palabras dave: Abuta, alcaloide, citotóxico, antitumoral, Unen celular, espectro 1 R. 

SUMMARY 

The ethanolic extract of the slalk of I1buta gralld/folia (MART) Sandwith {'<lbuta», conbins two lypes of alkaloids, one is Yer)' 

soluble ín dhilic ethcr «nd t11€: other ooe ü¡ water soluble. They correspond to alkaloids of quatcrnary ammonium type. Thcy 
have dtotoxic properties against forrncd system by eggs of sea urchin; and it confírmed against a VERO cel! line. 

For determining the antitumoral eHcct, it was carricd out an cssay with ceH Une of the (HEP-2) human Laryngelal epyderffiúida! 
carcinoma resulHng in a citotoxic response of 91% and 95% at a concenfrations of 0.24 and 0.06 mg/dL. 

A alkaloid fraction named A, wich IR spectroscopical propcrties show absorption bnnds conesponding to albloids of 
'luatemary ammonium typc, it hilS antitumoral propiertíes. 

Key words: AbutJ, alkaloid¡ citotoxic, antitumoral, cellline, IR specter. 

INTRODUCCIÓN 

El crecimiento y la maduración celuJar son even­
tos normales en el desarrollo de los órganos du­
rante la embríogénesis, crecimiento y reparación 
tisular,. así como en la remodelación después de 
lesiones. La regulación desordenada de estos pro­
cesos produce como resultados pérdida de control 

sobre el crecimiento? dif.erenciación y confinamien­
to espacial celular. 

La neoplasia humana representa un modelo co­
lectivo, un espectro de enfermedades que se car;:¡c­
teriza por el crecimiento anormal e invasión celu~ 
lar. 
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Durante los últimos años' se han realizado pro­
gresos importantes a la luz de las bases biológicas 
y bioquímicas del cáncer, y a la investigación ba­
sada en la tecnología moderna de la genética 
molecular así como los conocimientos de la 
inmunología. 

La quimioterapia ha demostrado su utilidad en el 
tratamiento de ciertas formas de cáncer, donde las 
especies vegetales constituyen una fuente útil de 
compuestos antitumorales con importancia 
clinica 1,7, 

El bioensayo de citotoxicidad en embriones de eri­
zo de mar 11),,22 muestra ser una prueba muy rápida, 
que es utilizado como un método de Screening 
genotóxicowteratogénico para sustancias aisladas 
o mezclas complejas a partir de los extractos vege­
tales" En los últimos años la aplicación de los cul­
tivos celulares"'" ha permitido grandes avances 
en la comprensión de los mecanismos implicados 
en los procesos intracelulares e intercelulares con 
el establecimiento de los eo-cultivos, donde la in­
vestigación del cáncer es un área fuertemente de­
pendiente del cultivo celular17,18,19. 

En el Perú', las especies del género Abuta, en espe­
cial Abuta gralldifolia (Menispermaceae) se encuen­
tran en los departamentos de Loreto, San Martín, 
Ucayali, Madre de Dios, Cerro de Paseo, Junín 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 bioensayo de citotoxicidad de un 
grupo de plantas para encontrar en los extractos 
moléculas con actividad antitumoral; para lo cual 
fijamos como objetivo el estudio antitumoral en 
línea celular de la fracción alcaloidica, así como 
su correspondiente elucidación estructuraL 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Material biológico 

En la localidad de Nauta, departamento de Loreto, 
se colectó 23 especies vegetales, según las indica­
dones etnofarmaeologicas acopiadas de los habi­
tantes de esta localidad. Mediante screening 
citotóxico por el modelo de embriones de Erizo de 
mar lO

, ", se seleccionó la especie Abuta grandifolia 
(MARI) Sandwith (Menospermaceae) para el estu­
dio antitumoraL 
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La línea celular Vera, proveniente del riñón de 
mono verde (Cercopithecus aethiops) y la línea celu­
lar HEP-2 de carcinoma epidermoide laríngeo hu­
mano fueron proporcionadas por el Instituto Na­
cional de Salud. 

Equipos 

Los espectros UV ~ IR fueron determínados en un 
espectro fotómetro UV visible Perkin Elmer, y un 
espectrofotómetro IR Nlcolet. 

Entre las soluciones y medios de cultivos se utili­
zó el Medio Mínimo Esencial con sales de Ead' s 

(EMEM) y suero bovino fetal. 

Preparación de extrac.tos 

De cada una de las 23 especies vegetales se prepa­
ró por maceración dos tipos de extractos: uno con 
diclorometano y otro con elanol; utilizando la cor­
teza o las hojas en polvo, 

Bioensayo de citotoxicidad 

Los extractos etanólicos de las hojas de Calinndra 
angustifolis (bubínsana) y Himalalltus sucmiba (be­
llaco casp;); y de la corteza Abuta grandifolia (abuta) 
mostraron propiedades fuertemente citotóx;cas 
utilizando el modelo de huevos fecundados de eri­
zo de mar. 

Aislamiento de alcaloides 

El extracto seco de la corteza de Abura gra1!difolia, 
fue tratado con éter etílico con el propósito de ex­
tra.er los alcaloides; esta operación se realizó hasta 
agotamiento. 

Se observó en el residuo la presencia de alcaloides 
y también en el extracto etéreo; esta observación 
sirvió para ínferir que la corteza de Abuta gra1!difolia 
tiene dos tipos de alcaloides, uno medianamente 
polar y otra fracción muy polar. 

Actividad citotóxica de las fracciones alcaloídicas 

El bioensayo de citotoxicidad según el modelo de 
embriones de erizo de mar presentó actividad po­
sitiva con el extracto polar! en cambio, el conteni­
do de la fracción etérea no respondió al bioensayo. 
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Fraccionamiento del extracto libre de alcaloides 
solubles en éter 

Para separar los compuestos de la fracción libre 
de akaloides solubles en éter, se procedió al aisla­
miento de los «alcaloides polares», en una 
cromatografía en escala preparativa, usando como 
fase fija Sílicagel G, como sistema de solvente c1o­
roformo-metanol 1: 1 v/v, y como revelador el 
reactivo de Dragendor ff. Se separó 5 fracciones 
denominadas A,B,e,D y E. Las fracciones A y B 
presentaron propiedades citotóxlcas y respondie~ 
ron positivamente al reactivo para akaloides. 

Preparación de 10$ cultivos celutares 

El procedimiento de cultivo de células VERO fue 
similar al de células HEP-2, se crecieron frascos 
de 75mL el cual contiene de 10' células, en el me­
dio de cultivo mínimo esencial con sales de Earl's 
(EMEN) y suero bovino fetal, L-glutamina y 
aminoácidos. 

Se descartó el medio de crecimiento, luego se lavó 
las células con 1 ° mL de PBS al1 % seguido de otro 
lavado con una solución de tripsina-EDTA, se 
incubó 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 trató 
con 10 mL de medio de cultivo ENEM, resultando 
una suspensión que contiene aproximadamente 5 
x la' células/mL. De esta suspensión se tomó 2 
mL (100.000 células) a cada frasco de cultivo celu­
lar de 12 mL, se incubó los frascos de cultivo a 37° 
C en una atmósfera de anhídrido carbónico aI5%. 

Con el fin de revisar la viavilidad y pureza de las 
células, se observó el frasco con las células en un 
microscopio invertido al aumento de 40X. Se re­
emplazó el medio completo por el medio de man­
tenimiento (medio ENEM más 2% de Suero Bovi­
no Fetal) . se descartó el medio de cultivo en un 
beaker estéril y se lavó dos veces con solución 
buffer fosfato salina (PBS1 %). 

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

Preparación del medio ENEM para las pruebas con 
líneas celulares VERO y HEP-2 

El medio ENEM se diluyó en un litro de agua 
bid estilada, se adicionó 0,35 gramos de bicarbo­
nato de sodio y se filtró. A la solución se le agregó 
Penicilina y estreptomicina, Buffer HEPES all %, 
L-glutamina al 1 %, aminoácidos no esenciales al 
1 % Y Suero Bovino Fetal al1 0%. 

Se repartió en frascos estériles y se incubó a 37° e 
por 24-48 horas. 

Inoculación de las fracciones alcaloídicas A y B en el 
cultivo celular 

Cada fracción se diluyó 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 / 
2 mI, y 0,48 mg/ 2mL. 

RESULTADOS 

El extracto etanólico de Abuta grandifolia presentó 
a las 24 horas significativa actividad citotóxica en 
el modelo de embriones de erizo de mar. 

La actividad citotóxica del extracto etanólico (en 
DMSO) sobre la línea celular VERO fue evaluada a 
las 24, 72 Y 96 horas a diferentes concentra­
ciones.(Tabla 1) 

Tabla 1. Actividad cito tóxica del extracto etanólico 
de las hojas de Abuta grandifolia sobre la linea ce­
lular Vera. Las fracciones A y B, obtenidas por 
cromatografía en escala preparativa y que respon-

Concentración Actividad dtotóxica 
(rnglmL) (%) 

7,7 90 

3,85 85 

1,925 85 

0,963 65 

0,48 50 

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

Tabla 2. Actividad citotóxica de las fracciones 
alcaloídicas A y B de corteza de A. grandifolia 
sobre línea celular VERO; observadas durante 15 
días: 

Actividad Citotóxica 

Fracción Conc. ('lo) 
(mg/mU 

7mo día 1 5"'\11) día 

A 0,24 75,5 95 

A 0,12 75 95 

A 0,06 65 97,5 

B 0,24 70 95 

B 0,12 65 97,5 

B 0,06 50 95,5 
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El extracto etan6lico (en DMSO) de la fracción A y 
B, asi como del extracto total (C) mostraron una 
actividad citotóxica frente la linea celular HEP-2 
que se observa en la tabla 3. 

Tabla 3. Efecto citotóxico de la fracción A y B Y del 
extracto Total e frente a línea celular HEP-2 

Efectos citotóxico N' de 
Fmcción Cone. (%) Células 

únWmD 
31< día &" día SI.'! día 9~ día 

e 0,24 89,0 92,0 92,5 4,15 x 10' 

e 0,06 90,0 95,0 99,0 5,50 x 10' 

A 0,24 36,0 37,0 40,0 1,04 x ID' 

A 0,06 0,0 0,0 0,0 1,83 X ID' 

En cuanto ai análisis espectroscópico VV, la frac­
ción A presenta absorciones a máxima de 254,79 
nm y 260,96 nm, mientras que la fracción B tiene 
una banda de absorción a 275,26 nm. 

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

Tabla 4. Bandas de absorción de los espectros IR 
de las fracciones A y B 

Fracción Absorción 
Grupo fundonal 

(cm") 

A 1460 Amonio (:uaternario 

2960 Amonio (:uaternario 

2924 Amonio (:uaternario 

2847 Amonio cuaternario 

3431 Nitrógeno amínico e hidroxilo 

B 1455 Amonio cuaternario 

2858 cm" Amonio cua ternario 

2950 cm" Amonio cuaternario 

3431 Nitrógeno amfnico e hidroxilo 

DISCUSiÓN 

El desarrollo experimental del presente trabajo de 
investigación se ha llevado a cabo teniendo como 
base estratégica la separación de los alcaloides, un 
fraccionamiento cromatográfico y el seguimiento 
de la actividad cito tóxica de las fracciones con el 
modelo de embriones de erizo de mar y células 
VERO. 

En el extracto etanólico de la corteza de Abuta 
grandifolia se encontró dos tipos de alcaloides, 
unos muy solubles en éter etílico sin efecto 
citotóxico y otros muy polares que de acuerdo a 
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los estudios espectroscópicos IR responden a las 
estructuras de alcaloides de tipo amonio 
cuaternario20

. Estos poseen actividad citotóxica 
significativa. 

Algunos autores han reportado que muchas espe­
cies de la familia Menispermaceae contienen 
alcaloides del tipo amonio cuaternario", estas re­
ferencias permitió deducir que Abuta grandífolía, 
quimiotaxonómicamente es una fuente de estos 
alcaloides. 

La solubilidad de las fracciones a!caloídicas A y B 
, apoyada por los resultados epectroscópicos IR 
que mostró bandas características al grupo amonio 
cuaternario (1,400 cm-l ) evidenciaron que en la 
corteza de Abuta grandifolia se encuentran dos ti­
pos de alcaloides de los cuales uno de ellos tiene 
estructura de tipo amonio cuaternario. 

La citotoxicidad de los alcaloides berberina y 
lineagenina han sido evaluadas en líneas celula­
res HELA (carcinoma de útero) SVKO, (carcinoma 
de ovario) y HEP-2 (carcinoma laríngeo) , los re­
sultados justifican los objetivos de nuestro estu­
dío. 

HO 

MENISPERINA 

OCH3 

OCH3 
BERBERINA 

Fig. 1 - Principales alcaloides con estructura tipo 
amonio cuaternario encontrados en la familia 
Menispermaceae y Berberidaceae. 
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Diversos estudios relacionan la actividad cito tóxica 
de un compuesto con las potenciales propiedades 
antitumorales17• Nosotros reforzamos la actividad 
citotóxica frente a las células de mono verde (célu­
las VERO), confirmando la importancia de las frac­
ciones alcaloídicas A y B ; a la concentración de 
0,48 mg/ mL el porcentaje de la cito toxicidad se 
mantuvo entre 50 y 70 % tomándose esta concen­
tración como la CCSO (concentración cito tóxica 
media). 

La microscopía electrónica nos permitió observar 
que la fracción A tenía mayor cítotoxicidad que la 
fracción B. 

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

CONCLUSIONES 

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

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

La fracción A tiene un potencial efedo antitumoral 
a las concentraciones de 0,24 y 0,06 mg/mL, eva­
luada en la línea celular HEP-2 (carcinoma 
epiderrnoide laríngeo humano). 
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