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RESUMEN

Gymnosperma glutinosum se usa para el tratamiento de reumatismo, dolor de cabeza,
fiebre, diarrea, Ulceras y para soldar huesos fracturados; ademas de su empleo como
diurético y vasodilatador coronario. Desde una perspectiva inmunoldgica, las células
cancerosas pueden considerarse como células propias alteradas que han escapado a los
mecanismos de regulacién normal de crecimiento. Estas células dan lugar a clonas que
pueden alcanzar un tamafio considerable, produciendo un tumor o neoplasia. Los
objetivos del siguiente trabajo se enfocaron en estudiar los efectos in vitro e in vivo de
las fracciones hexanicas de G. glutinosum en contra de linfoma murino L5178Y-R, asi
como también se dilucido la induccion de apoptosis en la citotoxicidad de dichas
fracciones y purificar el compuesto encargado de la actividad citotdxica. Para
determinar el efecto citotoxico in vitro se utilizo la técnica colorimétrica de reduccion
de la sal de tetrazolio MTT, asi como también evaluamos la actividad de estas
fracciones en linfocitos residentes de timo y bazo; para el efecto in vivo se utilizo el
modelo murino utilizando la linea celular L5178Y-R y midiendo el tamafio del tumor y
la sobrevivencia. Las fracciones FC1, FC3, FC4, FC5, FC6 y FC7 mostraron actividad
citotoxica contra L5178YR in vitro de hasta el 70%, observandose la induccion de
apoptosis como muerte celular, también no se afecto de forma significativa la viabilidad
de células de timo y bazo in vitro, se evaluaron las fracciones FC6 y FC7 in vivo y se
observd una sobrevivencia del 50%, sin toxicidad hepética. Se purificaron dos
diterpenos que mostraron actividad citotoxica en contra del linfoma, induciendo la
apoptosis como muerte celular. Se discute la posibilidad de que alguno de los diterpenos
se use de forma terapéutica para tratar algunos canceres, aunque faltaria el estudio

toxicoldgico de los diterpenos para aceptarlos como tratamientos seguros.
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ABSTRACT

Gymnosperma glutinosum is used to treat rheumatism, headache, fever, diarrhea, ulcers
and broken bones welding, in addition to its use as a diuretic and coronary vasodilator.

From an immunological perspective, cancer cells can be viewed as altered self cells that
have escaped normal regulation mechanisms of growth. These cells give rise to clones
which can reach a considerable size, producing a tumor or neoplasm. The objectives of
the present work were focused on studying the in vitro and in vivo effects of hexanic
fractions of G. glutinosum against mouse lymphoma L5178Y-R cells; in addition, the
induction of apoptosis in the cytotoxicity of these fractions was investigated and the
compound responsible for the cytotoxic activity was purified. To determine the in vitro
cytotoxic effect the MTT colorimetric technique was used; the activity of these fractions
on spleen and thymus resident lymphocytes was also evaluated. For the in vivo effect,
the L5178Y-R tumor murine model was used, measuring the tumor size and survival.
Fractions FC1, FC3, FC4, FC5, FC6 and FC7 showed cytotoxic activity in vitro against
L5178YR up to 70%, with the induction of apoptosis, without significantly affecting
cell viability of thymus and spleen cells in vitro; FC7 and FC6 were evaluated in vivo
and showed a 50% survival without liver toxicity observed. Two diterpenes were
purified, which showed cytotoxic activity against the lymphoma cells, inducing
apoptosis as the mechanism of cell death. We discussed the possibility that some of the
diterpenes might be therapeutically used to treat some cancers, but toxicological studies

of diterpenes are required to evaluate their potential in the clinics.
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1. INTRODUCCION

Las plantas han sido de gran utilidad desde tiempos ancestrales. Gymnosperma
glutinosum (Spreng.) Less., es un arbusto que se encuentra ampliamente distribuido en
México (Zamora, 2001; INI 1994), y en la medicina tradicional de México se usa para
el tratamiento de reumatismo, dolor de cabeza, fiebre, diarrea, Ulceras y para soldar
huesos fracturados. Se reporta su uso como anti-diarreico, antirreumatico, analgésico,
cicatricial y regenerativo; ademéas de su empleo como diurético y vasodilatador

coronario (Martinez, 1979).

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, junto con las
cardiopatias y la diabetes (ACS, 2010). Desde una perspectiva inmunoldgica, las células
cancerosas pueden considerarse como células propias alteradas que han escapado a los
mecanismos de regulacién normal de crecimiento. Estas células dan lugar a clonas que
pueden alcanzar un tamafio considerable, produciendo un tumor o neoplasia (Auyang,
2006; Goldsby et al., 2002).

La hepatotoxicidad relacionada con drogas se encuentra pobremente
documentada. Sin embargo, su impacto es significativo pese a la baja incidencia, dado
que la hepatotoxicidad por drogas es la primera causa de insuficiencia hepatica
fulminante en los EUA alcanzando un 40% del total de las causas, siendo el

paracetamol la droga mas frecuentemente implicada (Larrey, 2002).

Existen mas de 900 medicamentos, asi como plantas medicinales, que se han
notificado capaces de producir una enfermedad hepética inducida por drogas (Lee,
2003). Las drogas mas frecuentemente implicadas en el desarrollo de hepatotoxicidad
son los antibidticos, y agentes antituberculosos, anticonvulsivantes, hipolipemiantes

orales y anti-inflamatorios no esteroidales (Sierra, 2004).

En los experimentos iniciales para demostrar actividad antitumoral inducida por
G. glutinosum se observa actividad citotoxica sobre el crecimiento de la linea L5178Y-
R, con los extractos de acetato de etilo (hasta 27%), metanol (hasta 25%), arrastre de
vapor (hasta 45%), acetona (hasta 54%), cloroformo (hasta 54%) y hexano (hasta 41%)
(Gomez-Flores et al., 2009).

15



2. HIPOTESIS

Las fracciones del extracto hexanico de Gymnosperma glutinosum poseen efectos

anticancerigenos in vitro e in vivo en contra del linfoma L5178Y-R.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar y estandarizar estudios preclinicos para determinar el efecto anticancerigeno
y hepatotoxico de las fracciones hexanicas activas de extractos de Gymnosperma

glutinosum.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Evaluar la actividad citotdxica in vitro de las fracciones del extracto hexanico de

G. glutinosum en contra de la linea celular L5178Y-R.

2. Determinar el mecanismo de muerte celular inducido por dichas fracciones
contra la linea L5178Y-R.

3. Evaluar la actividad in vitro de estas fracciones en la viabilidad y proliferacion

de células normales de bazo y timo de raton.

4. Evaluar la actividad antitumoral y el efecto hepatotoxico in vivo de las
fracciones del extracto hexanico de G. glutinosum en contra de linfoma
L5178Y-R.

5. Evaluar la actividad citotoxica in vitro de los compuestos presentes en las
fracciones hexanicas de G. glutinosum en contra de la linea celular L5178Y-R.

17



4. ANTECEDENTES

El cancer se ha convertido en causa principal de muerte en el mundo, junto con
las cardiopatias y la diabetes (Boik, 1996, 2001; Rath, 2001; ACS, 2010). Desde una
perspectiva inmunologica, las células cancerosas pueden considerarse como células
propias alteradas que han escapado a los mecanismos de regulacion normal de
crecimiento. Estas células dan lugar a clonas que pueden alcanzar un tamarfio

considerable, produciendo un tumor o neoplasia (Auyang, 2006; Goldsby et al., 2004).

4.1. Terminologia de Cancer

El término cancer se refiere especificamente a un tumor maligno, que significa
un crecimiento progresivo e invasor, que puede presentar metastasis; el proceso
mediante el cual estas células transformadas migran a otros tejidos por la sangre o por la
linfa (Qian et al., 2001).

El cancer se clasifica segun el tipo de tejido; carcinomas (los de origen epitelial
que constituyen la mayor parte de los canceres glandulares, pecho, estomago, Utero, piel
y lengua, este es el mas comun >80%), leucemia/linfoma (de origen hematopoyético
linfoide, aproximadamente 9%) y sarcoma (los de origen mesenquimatoso afecta el

tejido 6seo y muscular, alrededor 1%) (Goldsby et al., 2002).

Los linfomas son neoplasmas de células B y células T que tipicamente resultan
en el agrandamiento de los ganglios linfaticos; sin embargo, el pancreas, la médula ésea
y otros tejidos también podrian ser infiltrados. Las leucemias, por su parte, son el

resultado de células neoplasicas provenientes de linfomas que circulan por la sangre.

Ciertos factores son capaces de originar cancer en un porcentaje de los
individuos expuestos a ellos. Entre éstos se encuentran: la herencia, los productos
quimicos, las radiaciones ionizantes, las infecciones bacterianas o virales y traumas. Los
investigadores estudian como estos diferentes factores pueden interactuar de una manera
multifactorial y secuencial para producir tumores malignos. EI cancer es, en esencia, un

proceso genético. Las alteraciones genéticas pueden ser heredadas, o producidas en
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alguna celula por un virus o por una lesion provocada de manera externa (Villalva,
2007).

4.1.1. Linfoma L5178Y-R.

La linea celular L5178Y-R (Figura 1) se obtuvo a partir de un tumor timico
inducido en un raton DBA/2 con 3-metilcolantreno; el tumor se adapt6 a una suspension
de células, se ha mantenido por pases in vivo en su hospedero singénico (Beer et al.,
1983). En 1959, Fischer, formulé un medio de cultivo que permitio su cultivo in vitro.
Esta linea celular se emplea ampliamente para estudios de radiosensibilidad y toxicidad
tanto in vitro como in vivo, ya que al inocularse via intramuscular (im) en ratones
DBA/2 o Balb/c, crece en forma sélida como linfoma, ademas de ser resistente a rayos
X. A pesar de la relacion hospedero-huésped, se ha encontrado que el linfoma L5178Y -

R es inmunogénico en ratones DBA/2.

La ventaja potencial de un sistema de modelo de tumor ascitico seria de
disminuir la semejanza entre los tumores espontaneos de origen linfoide. Tales tumores
se presentan generalmente rodeados por una matriz de células huésped-linfoide
asociadas y para algin contacto con la via sanguinea del hospedero que ofrece una

importante caracteristica entre la interaccion tumor — hospedero.

El uso de un modelo de tumor ascitico como el linfoma L5178-Y también
facilita la investigacion de un papel posible en el rechazo de los macr6fagos en el tumor.
La utilizacion de un tumor en su forma ascitica evita la necrosis de las células del tumor
durante el crecimiento temprano, permitiendo asi una estimacion méas exacta del indice

del crecimiento del tumor.

Figura 1. Vista de la linea celular L5178Y-R
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4.2. Proliferacion celular tumoral.

En los dérganos y tejidos maduros hay un balance entre la renovacion y muerte
celular (Figura 2), conforme las células mueren, nuevas células se van generando por
procesos de proliferacion y diferenciacion celular; bajo condiciones normales la
produccién de nuevas células esta regulada de modo que el nimero de células de cada
tipo se mantenga constante (Gavrieli et al., 1992). Las células que envejecen o las que
ya no son requeridas mueren, mediante un proceso programado de mecanismos
celulares y moleculares complejos que recibe el nombre de apoptosis (Zandman-
Goddard y Blank, 2002; Sanchez-Torres y Diosdado-Vargas, 2003). Las células
cancerosas presentan un defecto en el proceso de apoptosis (Figura 2). Las vias de la
regulacion de la apoptosis estdn controladas por varios factores, entre los que se
encuentran estimulos fisiolégicos como la presencia de sefiales de muerte celular dadas
por factores de necrosis tumoral (TNF), neurotransmisores, calcio o por falta de factores
de crecimiento, y se dirige por un grupo de genes que produce proteinas reguladoras e
inhibidoras en cascada. Los genes claves para esta cascada de sefiales son, los efectores
como el p53, c-myc, nur77, erg-1, ICE (subfamilia de enzima caspasa), RP-2, RP-8 que
inducen apoptosis cuando se sobre-expresan en varios sistemas celulares; y su
contraparte, los inhibidores de muerte celular como el Bcl-2 que regula negativamente
la apoptosis mediada por p53 y c-myc; y potenciadores, como Bax y Bcl-xs, que
promueven la apoptosis tras unirse al Bcl-2 y suprimir su efecto inhibidor de apoptosis
(Boise,1993; Oltvai et al., 1993; Martin et al., 1994).
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Figura 2. Division celular tumoral.

4.3. Hepatotoxicidad

La hepatotoxicidad se define como la lesion o dafio hepatico causado por la
exposicion a un medicamento u otros agentes no farmacoldgicos (Navarro, 2006), por
tal motivo es de vital importancia determinar si el extracto y compuestos bioactivos de

G. glutinosum presentan toxicidad in vivo.

Existen una enorme diversidad de farmacos y productos quimicos capaces de
generar dafio hepéatico ademas del dafio ocasionado por agentes infecciosos, alteraciones
del flujo biliar, causas metabdlicas, congénitas o autoinmunes. El higado ha sido
considerado el principal responsable de la destoxificacion de sustancias exogenas, por
un lado debido a su estratégica localizacion lo cual le permite actuar como barrera
contra las toxinas ingeridas y por otro lado, ha desarrollado evolutivamente una gran
reserva de sistemas enzimaticos que le permite cumplir dicho rol. Sin embargo, es
sabido que los productos resultantes de algunos procesos metabolicos derivan en
compuestos de mayor toxicidad. Este aspecto es de vital importancia en algunos de los
mecanismos de hepatotoxicidad y hepato-carcinogenicidad. Existen algunos compuestos

gue son eliminados sin ningun tipo de alteracion. Sin embargo, la mayoria son
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eliminados luego de sufrir un proceso de biotransformacion que tiene como objetivo
principal introducir una serie de modificaciones quimicas en la molécula que la
transforme de liposoluble en hidrosoluble y de no polar en polar, facilitando de esta
manera su excrecion no solo por orina, sino también por bilis y en menor proporcion por
sudor y saliva. Por otro lado, los compuestos exdgenos no polares o insolubles en agua
tienden a acumularse por lo que es necesario convertirlos en productos polares para ser
eliminados. Lo mismo ocurre con los metabolitos enddgenos, por ejemplo del hemo
(bilirrubina) y las hormonas (esteroides). Las enzimas que intervienen en los procesos
de biotransformacién se encuentran en diversos compartimientos sub-celulares. Estos
sistemas enzimaticos, si bien son méas abundantes en el higado, también se encuentran
en el tubo digestivo, la flora intestinal, los pulmones, la piel, los rifiones y la mucosa
nasal (Castro-Martinez et al., 2011; Tejada-Cifuentes 2010; Lee 2003).

De acuerdo a la fuente de exposicion, los agentes hepatotdxicos pueden ser
clasificados en naturales o sintéticos, siendo la gran mayoria de origen sintético. Los
agentes hepatotoxicos provenientes de fuentes naturales son los metales o metaloides
presentes en la naturaleza y las toxinas producidas por plantas, hongos o bacterias. Los
agentes provenientes de fuentes sintéticas son principalmente los producidos por la
industria quimica y farmacéutica. A su vez, dentro de los agentes de origen sintético se
pueden incluir los subproductos o materiales de desecho de la industria, ademas de los
productos medicinales, no-medicinales y las drogas de abuso (Castro-Martinez et al.,
2011; Tejada-Cifuentes 2010).

La hepatotoxicidad relacionada con drogas se encuentra pobremente
documentada posiblemente por la dificultad de establecer un diagnéstico definitivo. La
incidencia global de hepatotoxicidad es baja y si bien es dificil de estimar, se calcula
entre 1 de cada 10.000 a 1 cada 100.000 pacientes segun un estudio francés (Sgro et al.,
2002). Sin embargo, su impacto es significativo pese a la baja incidencia, dado que la
hepatotoxicidad por drogas es la primera causa de insuficiencia hepatica fulminante en
los EU alcanzando del 20% al 40% del total de las causas, siendo el paracetamol la
droga maés frecuentemente implicada (Larrey, 2002). Existen mas de 900 medicamentos,
asi como plantas medicinales, que se han notificado capaces de producir una
enfermedad hepatica inducida por drogas (Lee, 2003). Las drogas mas frecuentemente

implicadas en el desarrollo de hepatotoxicidad son los antibioticos, antituberculosos,
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anticonvulsivantes, hipolipemiantes orales y anti-inflamatorios no esteroides
(diclofenaco), y en adolescentes, las causas mas importantes son el consumo de cocaina,

éxtasis e isotretinoina (Sierra, 2004).

Las reacciones adversas que afectan al higado son mas dificiles de definir, por lo
que dicho concepto ha sido establecido por reuniones de consenso que incluye al menos
una de las siguientes alteraciones de los andlisis bioquimicos hepéticos: 1) Aumento de
la alanina aminotransferasa (ALT o TGP) mas de dos veces el limite alto de la
normalidad; 2) Aumento de la concentracion de bilirrubina directa (BD) sérica mas de
dos veces el limite alto de la normalidad; 3) Aumento de aspartato aminotransferasa
(AST o TGO), fosfatasa alcalina (FA) y de la concentracién total de bilirrubina (BT),
siempre que uno de ellos supere mas de dos veces el limite alto de la normalidad
(Benichou, 1990).

4.4. Compuestos de origen vegetal como terapia de cancer

La busqueda de propiedades curativas en las plantas se remonta a tiempos
ancestrales; culturas de todo el mundo han usado infusiones de miles de plantas nativas,
y en muchas ocasiones se ha obtenido alivio de los sintomas o inclusive la cura del
padecimiento (Murphy, 1999). A principios del siglo pasado, el desarrollo de la quimica
y el descubrimiento de complejos procesos de sintesis organica fueron detonantes de
una nueva produccion de medicamentos por parte de la industria farmacéutica, para la
obtencion de muchos de ellos se utilizaron los principios activos de plantas medicinales,
al fin de poder extraerlo y asi sintetizarlo en cantidades superiores al que se encuentra

en la planta (Abreuy Branco, 2003; Garcia-Alvarado et al., 2001).

Guiados por la medicina tradicional o etnobotanica, existen numerosos articulos
cientificos que describen programas de investigacion de nuevas drogas a partir de
plantas; estas investigaciones estan dirigidas principalmente al desarrollo de drogas con
actividad anticancer o anti-VIH, que son la principal preocupacion de salud (Fabricant y
Farnsworth, 2001). De hecho, varias plantas han sido validadas cientificamente, e
incluso se han aislado sus compuestos activos, y son drogas que se utilizan para el

tratamiento de cancer en la actualidad. Existen por lo menos 120 compuestos quimicos
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derivados de plantas que son considerados como drogas de importancia médica, que son
comercializados por industrias farmacéuticas en mas de un pais del mundo (Taylor,
2000).

Una caracteristica que hace tan atractivos para la investigacion a los compuestos
de origen natural como agentes anticancerigenos, es la capacidad de éstos para
interactuar con los sistemas bioldgicos, dado que las moléculas que éstos producen,
intervienen en procesos similares y generalmente no causan dafio a las células normales,
ademas tienen la ventaja de encontrarse biolégicamente equilibrados por la presencia de
sustancias complementarias, que van a potenciarse entre si, de forma que se reducen sus
efectos secundarios y la posibilidad de acumularse en el organismo a diferencia de los
tratamientos quimicos (Underhill, 2005). Sin embargo, y a pesar de que han aumentado
las investigaciones y estudios cientificos realizados sobre las plantas medicinales,
todavia no se conoce la mayoria de los principios activos a los que deben las plantas sus
extraordinarias cualidades. De hecho, a principios de 1960, el Centro Nacional de
Céancer (NCI) en Estados Unidos de América inicié un programa de investigacion de

extractos de diferentes plantas con potencial antitumoral.

Las plantas producen una gran diversidad de metabolitos secundarios para la
supervivencia en el ecosistema, estas sustancias también llamadas fitoquimicos
pertenecen principalmente a tres clases de compuestos de tipo de terpenos, compuestos
fendlicos y alcaloides (Wink, 1999). Los terpenos son lipidos que le brindan el sabor u
olor caracteristico de cada planta, por lo que frecuentemente se aislan en forma de
aceites esenciales; son metabolitos secundarios que contienen alta cantidad de
compuestos con estructura base de isopreno, cuya formula quimica es C1oHig (Murphy,
1999) y se dividen de acuerdo a las unidades de isopreno que contengan en
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, politerpenos (Romo De Vivar,
1985). Podemos citar varios terpenos con actividad antitumoral como el taxol
(paclitaxel), aislado de la corteza de Taxus brevifolia Nutt., que es una de las drogas
mas importantes de la ultima década (Abreu y Branco, 2003); se utiliza para el
tratamiento del cancer ovarico (Wani et al., 1971). Recientemente este compuesto se
aprobé por la FDA; ademas, resulta promisorio en otros tipos de tumores malignos
(Arbuck y Blaylock, 1995). Otro terpeno conocido por su potencial antitumoral es el d-

limoneno; es el compuesto mas abundante en el aceite de varios citricos (naranja, limon,
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mandarina, etc.). EXisten investigaciones que validan su actividad antitumoral
(Maltzman et al., 1989; Crowell et al., 1991; Chen et al., 1999), la cual radica
principalmente en la induccion de apoptosis, debido a la capacidad de inhibir la
transferasa de la proteina farnesil y la asociacion de p21ras con la membrana celular. La
hiperforina es otro terpeno derivado de la planta Hypericum perforatum (Hierba de San
Juan) que posee actividad antitumoral en estudios in vivo e in vitro mediante el
mecanismo de apoptosis (Beerhues, 2006; Gartner et al., 2005; Schempp et al., 2002).
Otro compuesto de naturaleza terpenoide aislado del arbol Brucea antidysenterica
utilizado en Etiopia para el tratamiento del cancer es la Bruceantina; se encuentra en
fase clinica Il, y tiene la capacidad de inducir diferenciacion celular y apoptosis en
diferentes leucemias y linfomas, producir regresion en melanomas y cancer de colon in
vitro (Cuendent y Pezzuto, 2004; Cuendent et al., 2004).

Por su parte, los alcaloides pueden ser definidos como aminas aromaticas que
destacan por sus propiedades fisioldgicas (Kaufman et al., 1999). El alcaloide mas
conocido es la morfina, que se obtiene de la planta Papaver somniferum (Duke, 1973).
Dentro de esta clase de compuestos también se encuentran dos de las drogas
quimioterapéuticas mas importantes y ampliamente usadas; la vincristina y la
vinblastina, desarrolladas originalmente de un remedio popular en base a la planta
Catharanthus roseus (Vinca roseus) llamada cominmente teresita. Dichos alcaloides
poseen actividad antitumoral in vitro e in vivo en modelos animales, y se utilizan para el
tratamiento del linfoma Hodgkins y la leucemia aguda infantil; estas tienen como
mecanismo anticancerigeno el desensamblaje de microttbulos, y la mitosis se detiene en
metafase (Pinn, 2001).

Los pasos esenciales para el aislamiento de farmacos de origen natural empieza
con la seleccion de la planta (Figura 3). Después la obtencion de metabolitos
secundarios mediante la extraccion de solventes organicos, como hexano, metanol,
diclorometano, etanol, entre otros, los extractos se pueden fraccionar con silica gel.
Posteriormente se corren ensayos in vitro para cuantificar la proliferacion de células
cancerosas (pruebas de tamizaje). El extracto es fraccionado con el fin de aislar
compuestos puros, para lo cual se utiliza principalmente cromatografia en columna,
donde se aplican secuencialmente solventes organicos con diferente polaridad, de este

modo se obtienen fracciones las cuales se vuelven a analizar in vitro para identificar la
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bio-actividad. La parte més critica en el descubrimiento de farmacos son los ensayos
con animales de laboratorio, ya que al pasar exitosamente las pruebas in vivo se
magnifica la posibilidad de tener el mismo éxito con humanos. Finalmente para hacer la
identificacion puntual del compuesto activo se utilizan técnicas como espectrometria de
masas, resonancia magnética nuclear, asi como espectroscopia de infrarrojo vy
ultravioleta (Serna-Saldivar, 2006; Wink, 1999).

Identificacion de la planta con potencial

J

Obtencidn de extractos crudos con solventes

!

Pruebas de tamizaje in vitro

!

Caracterizacion de compuestos bioactivos

!

Seleccidén de farmacos

!

Ensayos in vitro

!

Pruebas anticancerigenas, toxicologicas,

farmacodinamicas y farmacocinéticas

!

Pruebas pre-clinicas en ratones

Figura 3. Ruta para la obtencion y evaluacion in vitro y pre-clinica de compuestos

anticancerigenos a partir de plantas.
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4.5. Gymnosperma glutinosum

G. glutinosum (Figuras 4 y 5) se conoce popularmente como tatalencho,
escobilla, jarilla, pegarrosa, tezozotla, xonequiletl, zacayuchi, xinecuite, dependiendo
de la zona del pais (INI, 1994).

Tabla I. Clasificacién taxonémica de

G. glutinosum

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnolipsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Gymnosperma
Especie glutinosum

4.5.1. Boténica y Ecologia de G. glutinosum

G. glutinosum es un arbusto de altura médxima de 1.20 m, cuyos tallos
moderadamente ramificados tienen la caracteristica de exudar un material pegajoso,
hojas lineares lanceoladas 1-8.5 cm de largo y 1-9 mm de ancho y agudas en el apice,
las flores son de color amarillo, angostas y pequefias y se les encuentra en cabezuelas
sobre las puntas de la planta. Es originaria de América y esta presente en clima
templado, entre los 2250 y los 3000 m sobre el nivel del mar. Se encuentra asociada a
bosques de encino, de pino y mixtos encino-pino o pino-encino. Se distribuye en los
estados de Nuevo Ledn, Chihuahua, Durango, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca
(Zamora, 2001; INI, 1994).
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Figura 4. Arbusto de G. glutinosum Figura 5. Hojas de G.glutinosum

4.5.2. Propiedades Medicinales de G. glutinosum

En la medicina tradicional de México se usa para el tratamiento de reumatismo,
dolor de cabeza, fiebre, diarrea, Ulceras y para soldar huesos fracturados. A lo largo de
la historia existen diversos reportes donde se describen propiedades medicinales de esta
planta, en el siglo XVI, Martin de la Cruz la sefiala como pectoral, al inicio de siglo XX
el Instituto Médico Nacional describe su uso como antipaltdico, diurético, digitalico y
antiséptico. Posteriormente se reporta su uso como anti-diarreico, antirreumatico,
analgésico, cicatricial y regenerativo; ademas de su empleo como diurético y
vasodilatador coronario (Martinez, 1979). Aunque existen estudios sobre la actividad
antimicrobiana de G. glutinosum (Caballero-Nieto et al., 2003; Canales et al., 2007,
Gomez-Flores et al., 2008), no existen reportes sobre una relacion entre la estructura de

los productos naturales aislados y citotoxicidad hacia células tumorales de mamiferos.

4.5.3. Fitoquimica de G. glutinosum

En las partes aéreas se ha detectado la presencia de esteroles y triterpenos. Las
hojas, tallos y flores contienen un aceite esencial, una resina y un compuesto similar al
acido galico. En los estudios fitoquimicos realizados hasta ahora, se ha encontrado la
presencia de mas de 20 flavonoides a partir de los extractos alcoholicos y de cuatro
diterpenos (Calderon et al., 2001; Maldonado et al., 1994) a partir de los extractos
hexanicos de esta planta.

28



4.5.4. Estudios preliminares de G. glutinosum

Los experimentos iniciales para demostrar actividad antitumoral inducida por G.
glutinosum involucraron el uso de metanol absoluto y otros solventes de diferente
polaridad para separar compuestos organicos de las hojas de la planta. En tales
resultados se observa actividad citotoxica sobre el crecimiento de la linea L5178Y-R
con los extractos de hexano (hasta 40%), cloruro de metileno (hasta 16%), cloruro de

metileno y metanol (hasta 25%) (Figura 6) (Gomez-Flores et al., 2009).

Con relacion a la induccion de apoptosis, los datos preliminares obtenidos
indican que la muerte ocasionada por los extractos presenta un patrén caracteristico de
fragmentacion del ADN (Gomez-Flores et al., 2009).
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Figura 6. Efecto de los extractos crudos sobre el crecimiento de la linea celular L5178Y -
R in vitro. Las células (5x10%el/mL) fueron incubadas en presencia de diferentes
concentraciones (125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9, 1.9 pg/ml) de los extractos crudos
durante 48 h; la proliferacion celular se midié usando la técnica colorimétrica del MTT
leyendo las densidades dpticas (D.O.) a 540nm, en un lector de microplacas. La D.O.
para el control sin tratar fue de 0.920 + 0.016. Los datos representan la media + el error
estandar de tres experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p < 0.05, comparado con el control sin tratar (Gomez-Flores et al., 2009).

29



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Metodologia cientifica
Para el cumplimento de los objetivos se realizé la estrategia experimental que se

resume en la Figura 7.
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Figura 7. Diagrama de flujo de la estrategia experimental
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5.2. Reactivos y medios de cultivo

La solucion de penicilina-estreptomicina, L-glutamina, fungizona y medio
RPMI-1640 se obtuvieron de Life Technologies (Grand Island, NY). El suero fetal
bovino (SFB), el metanol, la solucion amortiguadora de lisis para eritrocitos, el
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT), la gentamicina, el
PBS vy los filtros millipore de 0.22 um se compraron en Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO).

5.3. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones hembras Balb/c (H-2%) (Harlan Sprague Dawley Inc.,
Indianépolis, IN) de 4-6 semanas de edad. Durante el experimento, los ratones se
mantuvieron en un ambiente libre de patdgenos y de estrés a una temperatura de 24°C,
bajo un ciclo de luz-oscuridad (fase luminica 07:00-19:00 h) y se les proporcion6 agua y

alimento ad libitum.

5.4. Material vegetal

En el presente estudio se utilizaron hojas (Fig. 4 y 5) de arbustos recolectados en
el municipio de Escobedo del estado de Nuevo Ledn, México; esta planta fue
identificada en el laboratorio de Faner6gamas del Departamento de Botéanica de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas UANL, por la Biol. Ma. Del Consuelo Gonzélez de la
Rosa; su identificacion fue corroborada con el espécimen No. 5101 del Herbario
Institucional de la misma Facultad (Tabla 1). Las hojas fueron lavadas, para eliminar los
restos de insectos y polvo, y secadas al sol por una semana para su posterior

pulverizacion con ayuda de un molino manual.

5.5. Extractos hexanicos de G. glutinosum

La extraccion del material vegetal se realizo en el laboratorio de Fitoquimica por
medio del método Soxhlet, en el cual se utilizaron 440 g de las hojas de la planta
(previamente pulverizadas) y se colocaron en un cartucho de celulosa Whatman 33 X 80

mm, que fue sometido a la extraccion Soxhlet.

5.6. Extraccion Soxhlet
Este método de extraccion liquido-solido se eligié ya que es muy eficaz para

pasar el solvente puro continuamente por el material sélido. La extraccion es muy
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practica ya que se recupera la mayor parte de los productos naturales contenidos en el
material vegetal. En el presente trabajo se utilizaron 2.2 L de solvente (hexano) en un

matraz redondo para comenzar la extraccion que tuvo una duracion de 40h.

5.7. Evaporacion con Rotavapor

Este proceso se basa en separar el solvente de los extractos mediante un sistema
de vacio por medio de una bomba mecénica. Este tiene que estar conectado a un
condensador, el vacio esta controlado por un mandéstato y un manémetro. Este aparato
cuenta con un sistema de rotacion y un bafio calentador donde se calienta el extracto
para la evaporacion del solvente y luego su condensacion. Este condensado cae en otro
matraz donde es separado, quedando en el matraz original el extracto de forma sélida.
El rotavapor utilizado fue Rotavapor Biuchi R — 205 (Buchi Labortechnik AG,

Schwitzerland).

5.8. Cromatografia en columna

La cromatografia en columna es una técnica que permite separar fisicamente y
cuantificar los distintos componentes de una solucion. En toda cromatografia existe un
contacto entre dos fases, una fija que suele Illamarse fase estacionaria, y la otra movil
(fase mavil) que fluye permanente durante el andlisis, y que en este caso es un liquido.
Las sustancias que permanecen mas tiempo libres en la fase mdvil, avanzan mas
rapidamente con el fluir de la misma y las que quedan mas unidas a la fase estacionaria
0 retenidas avanzan menos y por tanto tardaran mas en salir o fluir. En nuestra
evaluacion se coloco la solucion del extracto vegetal en la columna cromatogréfica y el
corrimiento para la separacidn conté con una fase estacionaria de silica gel (J. T. Baker
60 — 200 mesh) y como fase mdvil se utilizaron mezclas de hexano — cloroformo -

acetato de etilo — metanol.

5.9. Cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina fue la técnica cualitativa que nos permitié revisar
la pureza de los componentes del extracto separados mediante la cromatografia en
columna. Esta consistié de una placa de vidrio con una fase estacionaria de silica gel, la
cual estaba mezclada con sulfato de calcio como fraguante. La mezcla a separar,
disuelta en una pequefia cantidad de solvente, se colocé mediante un capilar en uno de

los extremos de la cromatoplaca. Esta se introdujo a continuacion en una cuba
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cromatografica la cual contenia una cierta cantidad de la fase movil (eluente). El eluente
sube por capilaridad a través de la cromatoplaca lograndose la separacion de los
componentes de la mezcla en base al equilibrio entre la adsorcion de los componentes
sobre la silica y la solucion de los mismos en el eluente. Una vez terminado el proceso
de separacion, la cromatoplaca se saco de la cuba y después de secarse al aire se
observé bajo una l&mpara de luz ultravioleta, donde se observaron como manchas los

diferentes compuestos distribuidos a lo largo de la cromatoplaca.

5.10. Linea celular
La linea tumoral L5178Y-R (Tabla Il) se obtuvo de la ATCC.

Tabla Il. Caracteristicas de la linea celular L5178Y-R

Morfologia Células tipo linfoide

Tejido Linfoide

Origen Timo de raton de DBA/2

Crecimiento  Suspension (Figura 1).

Procedencia  ATCC

Caracteristicas Leucemia murina originada a partir de raton DBA/2 tratado
en el timo con metilcolantreno, se deriva la linea celular
L5178Y, resistente a rayos X y altamente tumorigénica.

Aplicaciones  Andlisis de citotoxicidad y de radiacion

Referencias Beer et al., 1984. Br. J. Cancer Suppl. 6: 107-111.

5.11. Mantenimiento in vivo de la linea tumoral L5178Y-R

Para el mantenimiento del linfoma in vivo se utilizaron ratones hembras Balb/c,
qgue se inocularon via intraperitoneal (ip) en la parte media de la region ventral-
abdominal (Figura 8) con la suspension (200uL) de la linea tumoral L5178Y-R, a una
concentracién de 1x10’células/mL en PBS. De doce a quince dias posteriores a la
inoculacion, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajo el liquido
ascitico y se colectaron en tubos conicos de 50mL con tapén de rosca (Corning, New
York, NY, USA) en 10mL de PBS a pH 7.2 (durante la recoleccion de las células se
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mantuvieron en frio el liquido peritoneal para mantener la viabilidad celular). Las células
se lavaron por centrifugacion a 1800rpm durante 10min, se eliminé el sobrenadante y se
resuspendié nuevamente en 10mL de PBS. Después se realizo la cuenta con azul tripano

(Sigma-Aldrich) y ajuste celular para el indculo nuevo en el raton.

Figura 8. Inoculacion intraperitoneal de células tumorales

5.12. Mantenimiento in vitro de la linea tumoral L5178Y-R

Las células se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado
con 10% de suero fetal bovino inactivado (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA), 2mM
glutamina (GibcoBRL, Grand Isanld, NY, USA) y antibidticos (0.5% de solucién
penicilina-estreptomicina, 0.1% de fungizona (Sigma-Aldrich). Las células se incubaron
a 37°C en una atmoésfera hiimeda, conteniendo un 5% de CO, en frascos de 25cm®
(Corning). Se revisaron periédicamente para verificar la viabilidad de las mismas.

5.13. Congelacion de las lineas celulares

Para asegurar la disponibilidad de las lineas celulares en el laboratorio, se
congelaron muestras (stocks) de aproximadamente 2x10’células/mL, para lo cual las
células se concentraron mediante centrifugacion a 1800 rpm durante 10 min, se elimino
el sobrenadante y el concentrado celular se resuspendi6é en medio de cultivo conteniendo
20% de SFB y 10% de DMSO como amortiguador de congelamiento, que impide la
formacion de cristales de agua en el interior de las células, manteniendo la integridad
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celular, y se dispens6 1mL por criotubo (Corning); este material se almaceno a -70°C
durante una semana y después se guardd en un tanque de nitrogeno liquido hasta el

momento que se utilizo.

5.14. Descongelacion de las lineas celulares

Se descongeld el criotubo répidamente y una vez descongelado, el volumen de
células se paso6 a un tubo con 5mL de medio de cultivo RPMI frio y se llevo a centrifugar
5min a 1800 rpm a 4°C, se elimind el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en
5mL de medio de cultivo RPMI 1640 con 10% de SFB, previamente atemperado a 37°C
en un frasco de 25 cm?y se dejé en incubacion a 37°C en atmésfera himeda con 5% de
CO..

5.15. Determinacion de la viabilidad celular

El uso del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT)
brinda la posibilidad de cuantificar la proliferacién de linfocitos y la citotoxicidad en
células normales. La actividad del compuesto es en base a su accion por la actividad de la
deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas, el cual es reducido a azul de formazan,
observando un cambio de color, el cual puede ser medido mediante espectrofotometria
(Mosmann et al., 1983)

5.16. Actividad citotoxica de las fracciones activas de G. glutinosum en contra del
linfoma murino L5178Y-R

Se utilizé una técnica colorimétrica para determinar el potencial de los extractos
y fracciones activas de G. glutinosum de inhibir el crecimiento celular de la linea
tumoral a diferentes concentraciones. Para esto, se tomo una alicuota del cultivo celular
y se lavé una vez con RPMI-1640 mediante centrifugacion a 1800rpm por 10min;
posteriormente se resuspendié en medio RPMI completo y se ajusté a 5x10° células/mL.
Las células se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos de fondo plano (Corning),
conteniendo cultivos por triplicado en alicuotas de 100uL donde previamente se
colocaron 100uL del tratamiento (fracciones hexanicas) a diferentes concentraciones en
diluciones seriadas 1:2, partiendo de 250ug/mL, 100uL del antineoplasico vincristina
(100pg/mL) como control positivo y 100uL de medio de cultivo como control de

crecimiento. Posteriormente, se incubaron los cultivos durante 48h a 37°C en una
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atmosfera de 5% CO, y 95% de aire. Al finalizar este periodo, se colocaron 15uL de
MTT a una concentracion final de 0.5mg/mL y se incubaron las placas durante 3h
adicionales, despues de lo cual se afiadieron 80uL de DMSO a todos los pozos y se
determinaron las densidades odpticas (D.O.) en el lector de microplacas (DTX 880
Multimode detector, Becton Dickinson, Austria) a 570 nm (Gomez-Flores et al., 2010)
(Figura 9).

El ensayo del MTT mide la actividad metabdlica de las células que se basa en la
ruptura del anillo de tetrazolio del MTT por diferentes deshidrogenasas mitocondriales,
generandose cristales de formazan que pueden solubilizarse con disolventes orgénicos,
siendo la cantidad de formazan formado proporcional al numero de células

metabolicamente activas (Mosmann, 1983).

El porcentaje de inhibicion se determiné con la siguiente formula:

R A, de células tratadas con extracto
% de inhibicion =100 — - x100
A, de células no tratadas

L5178Y-R

Diluciones seriadas1:2 del 100 pul 5x10% INCUBADORA 15 pl de MTT
extracto en medio RPMI 1640 células/ml (5mg/ml)
5% SFB 48h i/
(100 pl/pozo)
3TC

570 nm 80 pl de DMSO

N

INCUBADORA

23h

Figura 9. Evaluacién colorimétrica de la viabilidad celular mediante la reduccién del
MTT.
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5.17. Extraccion de ADN

Las células se incubaron 6 y 24h con las fracciones hexanicas y con los
respectivos controles negativo (medio de cultivo), positivo (actinomicina D) y vehiculo;
finalizado el tiempo de incubacidn las células se colectaron y se centrifugaron a 2000rpm
durante 10min. Posteriormente se lavaron con PBS y la extraccion se realizo por medio

del kit Wizard Genomic DNA purification® de la forma sugerida para células en cultivo.

5.18. Deteccidn de fragmentos de ADN

El extracto de ADN se separ6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%; se
utilizo buffer SB para el corrimiento electroforético a 70V durante 20min y 40V durante
1h. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tifiié con bromuro de etidio 5ng/mL y
las fotos se documentaron bajo luz UV (High Performance Ultraviolet Transilluminator,
UVP).

5.19. Determinacion de la actividad antitumoral in vivo

Se utilizé el modelo experimental en ratones Balb/c al cual se le administré el
linfoma L5178Y-R, previamente descrito (Gomez-Flores et al., 2005). En este modelo se
utilizaron ratones hembras Balb/c (H-2%) de 6-8 semanas de edad que fueron inoculadas
via intramuscular (im) sobre el muslo de la extremidad posterior derecha con 5x10°
células del linfoma L5178Y-R suspendidas en un volumen de 200uL de PBS. Después
de 7d (tiempo en el cual se forma el tumor de aproximadamente 100cm®), se
administraron los tratamientos cada tercer dia durante 20d, sumando un total de 5
inoculaciones (Tabla I11).

Las medidas del volumen tumoral y peso se empezaron a registrar después de
siete dias de la inoculacion del tumor, en un esquema de veinte dias con frecuencia de
cada tercer dia. El volumen tumoral se estimo midiendo largo y ancho (mm) del tumor
con la ayuda de un vernier digital (Mitotoyo, Japdn); el volumen tumoral se calculé con

la siguiente férmula:

Largo x Ancho?
2

Volumen tumoral =
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Tabla I11. Grupo de tratamientos para el estudio in vivo

Grupo  Tratamiento Descripcion del tratamiento Dosis

Vehiculo im Se inoculd via im en el sitio del tumor la Cada 3% dia

solucion conteniendo sélo vehiculo.

FC6 im Se inocul6 via im en el sitio del tumor, el Cada 3* dia
compuesto a una concentracion de 0.5mg/Kg

disuelto en el vehiculo.

FC7 im Se inocul6 via im en el sitio del tumor, el Cada 3* dia
compuesto a una concentracion de 0.5mg/Kg

disuelto en el vehiculo.

IV. Control positivo  Se inoculé via iv en la vena caudal, el Cada7™ dia
compuesto antineoplésico vicristina
(Vintec®) a una concentracion de 0.05mg/Kg

V.  Control sintumor Ratones sin tratar y sin crecimiento tumoral

La sobrevivencia entre los 20-60 d se monitoreo diariamente y se calculé de acuerdo a la

siguiente férmula:

# de ratones sobrevivientes x100%
# total de ratones

% de sobrevivencia =
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5.20. Determinacion de la actividad hepatotdxica in vivo

Para determinar la actividad hepatotoxica se utilizO un modelo experimental
murino empleando ratones Balb/c. En este modelo se utilizaron ratones hembras Balb/c
(H-2% de 6-8 semanas de edad que fueron inoculadas via intramuscular (im) sobre el
muslo de la extremidad posterior derecha con 200pL de la fracciones hexanicas a una
concentracion de 0.5mg/mL resuspendida en PBS. Los tratamientos se administraron

cada tercer dia, durante 20d, sumando un total de 5 inoculaciones (Tabla I11).

Al terminar el periodo de incubacién, los higados de los ratones tratados con las
fracciones y del control fueron cortados en piezas de 1cm?® aproximadamente y colocados
en formol al 10%, después de 48h que estuvieron las piezas en formol se continuo con la

técnica de deshidratacion (Tabla IV).

Tabla IV. Técnica de deshidratacion de tejidos

Reactivo Tiempo (h)
Alcohol etilico 80% I 1:30
Alcohol etilico 80% 11 1:30
Alcohol etilico 96% | 1:30
Alcohol etilico 96% I1 1:30
Alcohol etilico absoluto | 1:30
Alcohol etilico absoluto 11 1:30
Xilol | 1:30
Xilol 1I* 1:30
Parafina | 1:30
Parafina Il 1:30
Parafina I11 1:30

*se debe parecer y sentir como plastico.

Los tejidos se incrustaron en parafina para su corte en el micrétomo a un espesor
de 8um, los cortes se pasaron a un bafio de agua caliente 40°C, después se les coloca

albumina en el portaobjetos para recoger el corte y que este se fijara, se desparafino
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continud con la tincién de hematoxilina y eosina (Tabla V).

Tabla V. Tincién con Hematoxilina y Eosina

Reactivo Tiempo
Xilol | 10 min
Xilol 11 5 min
Alcohol absoluto 3 min
Alcohol 96 | 3 min
Alcohol 96 11 3 min
Agua de la llave 1 min

Hematoxilina de Harris

Determinar tiempo, sugerido 3 min

Agua de la llave

1 min

Acido clorhidrico diluido

10 sumergidas

Agua de la llave 1:30 min
Agua amoniacal 10 sumergidas
Agua de la llave 1:30 min

Eosina

Determinar tiempo, sugerido 1:30 min

Alcohol 96% |

5 sumergidas

Alcohol 96% Il

5 sumergidas

Alcohol absoluto

5 sumergidas

Xilol 1

5 min

Xilol 11

10 min

se monta en resina

colocandolo en el horno durante 15 min a una temperatura de 50-60°C, y después se
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5.21. Evaluacion de la actividad linfoproliferativa de las fracciones hexanicas con
linfocitos residentes y activados

Se obtuvieron los linfocitos de timo y bazo y se realizaron lavados en PBS,
el pellet de linfocitos de timo y bazo se disolvié en medio RPMI completo y se
ajustaron a 1.25x10" y 1x10” células/mL respectivamente y se depositaron en alicuotas
de 80uL en placas de 96 pozos de fondo plano las cuales contenian cultivos por
triplicado, donde previamente se les agregaron 100uL del tratamiento 6 100ulL de
medio RPMI completo (el cual sirvié como control) y se agregaron 20uL del mitégeno
Con-A a una concentracion 6ptima de 2.4ug/mL o 20uL de medio (el cual sirvido como
control no estimulado) obteniendo un volumen final de 200uL. Se incubaron por 44h a
37°C en una atmosfera de 5% de CO, y 95% aire y se adicionaron 20uL a cada pozo de
MTT a una concentracion final de 0.5mg/mL y se incubé el cultivo por 4h; después se
agregaron 80uL de amortiguador de lisis celular (SDS al 20% en 50% de DMF) a todos
los pozos y se incubaron por 16h (Gomez-Flores et al., 2010). Posteriormente se leyeron
las densidades Opticas resultantes de la solubilizacion del formazan a 570nm en un

lector de microplacas (Figura 10).

e

37C

.25x107 cé
Diluciones seriadas Raton balb/c LSult cehmbaall Siembra de Concavalina A

Timo
1:2 del extracto en linfocitos 80
medio RPMI 1640 1x107 células/mL esson Al (20uD

5% SFB (100p1) Bazo

37¢C 37C

_—‘

570 nm 16 h

MTT 20ml
(5mg/mL)

Bauffer de lisis
80ul

Figura 10. Método de linfoproliferacion in vitro.
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5.22. Anélisis estadistico

El analisis estadistico consistio en dos pasos: el primero, fue la determinacion de
la distribucion de los datos obtenidos para cada variable estudiada mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov; en el segundo, se realizd una comparacion por analisis de
varianza (ANOVA). Para los datos con una distribuciéon normal predominante se
empled la prueba de una via, para determinar el nivel de significancia de la diferencia
entre la media de los grupos de los que constaba el experimento (control y
tratamientos). En los casos que se encontrd diferencia entre los grupos, se empleo la
prueba de t de Student para evaluar el nivel de significancia de la diferencia de la media
* el error estandar del grupo control contra cada una de las concentraciones de los

tratamientos.
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6. RESULTADOS.

6.1 Obtencidn de las fracciones hexanicas de G. glutinosum

Las fracciones hexanicas fueron proporcionadas por el Dr. Ramiro Quintanilla
Licea del Laboratorio de Fitoquimica de esta facultad, obtenidas en base al siguiente

procedimiento (Gomez-Flores et al., 2012).

Se utilizaron 440 g de hojas de G. glutinosum secas y molidas para realizar
extraccion Soxhlet durante 40 h con 2.2 L de hexano. Después del proceso de extraccién
se filtr6 y se elimino el solvente por medio de un rotavapor “Biichi” R—-3000 y al final

se obtuvo 64.5 g (14.65 %) del extracto hexanico.

Los 64.45g del extracto hexanico fueron sometidos a 7 procesos de
cromatografia en columna, cada uno con 120 g de silica gel 60-200 mallas, “J. T.
Baker” y 9-10 g de muestra; la elucion se realiz6 mediante un gradiente de hexano—
cloroformo—acetato de etilo en porciones de 400 mL y al finalizar con 800 mL de
metanol para arrastrar los compuestos mas polares que pudieran haber quedado
retenidos en la columna. Se colectaron fracciones de 10 mL obteniéndose para cada
columna 920 fracciones las cuales fueron analizadas mediante cromatografia en capa
fina y se determiné mezclar aquellas que presentaran compuestos con Rt similares. Se
obtuvieron cuatro grupos de fracciones denominadas SC y se determin0 su peso (Tabla

VI, datos proporcionados por Dr. Ramiro Quintanilla Licea).

Tabla V1. Rendimiento de la separacién por cromatografia en

columna del extracto hexanico de G. glutinosum.

Fraccion Peso (9) Porciento (%)
SC1 7.27 11.26
SC2 3.91 6.06
SC3 6.61 10.24
SC4 30.01 46.51

Se sometieron 1.75 g de la fraccion SC1 a una cromatografia en columna con
20g de silica gel 60-200 Mallas, “J. T. Baker”; la elucion se realizd6 mediante un
gradiente de hexano—cloroformo—acetato de etilo en porciones de 50 mL. Se colectaron

fracciones de 10 mL, obteniéndose 65 fracciones las cuales fueron analizadas mediante
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cromatografia en capa fina para determinar las fracciones que serian mezcladas en la

formacion de fracciones colectivas FC.

Los grupos de fracciones que se mezclaron presentaron los siguientes pesos (se
muestran las fracciones individuales de la columna que fueron mezcladas) (Tabla VII,
datos proporcionados por Dr. Ramiro Quintanilla Licea).

Tabla VI1I. Rendimiento de la separacion de SC1 por cromatografia en

columna.

Fraccion Fracciones mezcladas Peso (mg) Porciento (%)
FC1 1 224 12.8
FC2 2-5 180 10.3
FC3 6-12 273 15.6
FC4 13-17 110 6.3
FC5 18-20 79 4.5
FC6 21-27 122 6.9
FC7 28-37 142 8.1
FC8 38-65 311 17.8

A continuacion se realizé cromatografia en capa fina de las ocho fracciones
colectivas obtenidas para revisar la distribucion de los compuestos presentes (Figura
11).

Rf=10.99

Rf=0.45

Rf=0.34-0.03

Figura 11. Cromatografia en capa fina (Eluente: Hexano—Cloroformo 1:1; Revelador:
Luz UV 254 nm) de las FC obtenidas del primer fraccionamiento por columna
cromatografica de la fraccion SC1.
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El analisis realizado nos permitié observar que las fracciones FC1, FC2 y FC3
presentan compuestos de polaridad muy baja (R; = 1.00), las fracciones FC4, FC5 y FC6
presentan principalmente compuestos de polaridad media (R = 0.45) mientras que en las

fracciones FC7 y FC8 se observan compuestos de polaridad mas alta (Rs = 0.35).

6.2 Analisis de la actividad citotoxica de las fracciones hexanicas de G. glutinosum

sobre el crecimiento del linfoma L5178Y-R.

Para la evaluacion de la actividad citotoxica de las fracciones hexanicas de G.
glutinosum en contra del linfoma L5178Y-R, se empled el método colorimétrico de
MTT, descrito previamente (material y métodos), en el cual las células se sometieron a
diluciones seriadas de la fraccion y utilizando MTT a una concentracion de 5mg/mL se

determind la viabilidad celular por medio de un lector de microplacas.

Por medio del andlisis de los resultados se observo que seis de ocho fracciones
hexanicas mostraron actividad citotoxica contra el linfoma L5178YR, la fraccion 1
(FC1) inhibi6 significativamente (p<0.01) el crecimiento de células de L5178Y-R a
partir de la concentracién de 15.6ug/mL en un 25%, mientras que en la siguiente
concentracion (31.2ug/mL) se observo una inhibicion de 60% (p<0.01), aumentando su
citotoxicidad a las siguientes concentraciones y manteniendo su citotoxicidad en 65%
(p<0.01).

La FC3 mostro un efecto citotoxico significativo (35%) a partir de la
concentracion de 15.62ug/mL aumentando su citotoxicidad a 65% en las siguientes

concentraciones.

La FC4 mostro efecto citotoxico significativo (p<0.001) de un 9% a partir de la

concentracion de 15.62ug/mL aumentando su efecto hasta el 60% (Figura 11).
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La FC5 mostré efecto citotoxico significativo del 60% (p<0.01) a una
concentracion de 31.2ug/mL aumentando su citotoxicidad al 70% en las demés

concentraciones.

La FC6 mostro un efecto citotoxico del 35% (p<0.01) con la dosis de
15.62ug/mL aumentando su efecto hasta al 65% (p<0.01) en las demas

concentraciones.

La FC7 mostré actividad citotoxica (70%) a partir de la concentracion de

125pg/mL (p<0.05) (Figura 12).

La FC2 y FC8 no mostraron actividad citotoxica en contra del crecimiento de

células de L5178Y-R (datos no mostrados).
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Figura 12. Efecto citotoxico de las fracciones hexanicas FC1, FC3 y FC4 de G.
glutinosum contra la linea linfoide L5178Y-R. Las células del linfoma se trataron con
las fracciones por 48h, transcurrido ese periodo se midid su viabilidad con la técnica
colorimétrica de MTT, comparando contra un control sin tratar. Los datos representan la
media + el error estandar de tres experimentos representativos con tres repeticiones por
tratamiento.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el control sin tratar.
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Figura 13. Efecto citotoxico de las fracciones hexanicas FC5, FC6 y FC7 de G.
glutinosum contra la linea linfoide L5178Y-R. Las celulas del linfoma se trataron con
las fracciones por 48h, transcurrido ese periodo se midio su viabilidad con la técnica
colorimétrica de MTT, comparando contra un control sin tratar. Los datos representan la
media + el error estandar de tres experimentos representativos con tres repeticiones por

tratamiento.
*p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.

6.3 Andlisis de la mortalidad celular inducida por las fracciones hexanicas de G.
glutinosum

Se analiz6 si las fracciones inducian la fragmentacion del ADN como
consecuencia de la muerte celular inducida por apoptosis de células L5178Y-R tratadas

con las fracciones.

Los resultados muestran que a partir de las 6h las células son inducidas por
apoptosis ya que en el gel se observaron las caracteristicas bandas en forma de escalera
que se refieren a la fragmentacion de ADN (Figura 14). Este mismo patron se mantuvo

en las siguientes horas (Figura 15).
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Figura 14. Analisis de la fragmentacion de ADN de células L5178Y-R tratadas con las
fracciones hexanicas. Patron caracteristico de la fragmentacion de ADN nuclear debido
a la muerte celular programada detectado por electroforesis en gel de agarosa 2% a
partir de ADN de células de L5178Y-R tratadas durante 6h en presencia de varias
fracciones hexanicas, como control positivo se utilizé actinomicina D y como control
negativo, el medio de cultivo. Carril 1: Marcador de peso molecular (100pb). Carril 2:
Control negativo de células sin tratar. Carril 3: Control positivo para apoptosis con Act
D a una concentracion de 2.4ug/mL. Carril 4: Células tratadas con la fraccion hexanica
1 a una concentracion de 250 pg/mL durante 6h. Carril 5: Células tratadas con la
fraccion hexanica 3 a una concentracion de 250 pg/mL durante 6h. Carril 6: Células
tratadas con la fraccion hexanica 4 a una concentracion de 250 pg/mL durante 6h. Carril
7: Células tratadas con la fraccion hexanica 5 a una concentracién de 250 pg/mL
durante 6h.
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Figura 15. Andlisis de la fragmentacion de ADN de células L5178Y-R tratadas con las
fracciones hexanicas. Patron caracteristico de la fragmentacion de ADN nuclear debido
a la muerte celular programada detectado por electroforesis en gel de agarosa 2% a
partir de ADN de células de L5178Y-R tratadas durante 24 h en presencia de varias
fracciones hexanicas, como control positivo se utilizé actinomicina D y como control
negativo el medio de cultivo. Carril 1: Control positivo para apoptosis con Act D a una
concentracion de 2.4ug/mL Carril 2: Control negativo de células sin tratar. Carril 3:
Células tratadas con la fraccion hexéanica 1 a una concentracion de 250 pg/mL durante
24h. Carril 4: Celulas tratadas con la fraccion hexanica 3 a una concentracion de 250
pug/mL  durante 24h. Carril 5: Células tratadas con la fraccion hexanica 4 a una
concentracion de 250 pg/mL durante 24h. Carril 6: Células tratadas con la fraccion
hexanica 5 a una concentracion de 250 pug/mL durante 24h. Carril 7: Células tratadas
con la fraccion hexanica 6 a una concentracion de 250 pg/mL durante 24h. Carril 8:
Células tratadas con la fraccion hexanica 7 a una concentracion de 250 pg/mL durante
24h. Carril 9: Marcador de peso molecular (100pb).

49



6.4 Andlisis de la actividad inmunomoduladora de las fracciones hexénicas de G.
glutinosum sobre la proliferacion de linfocitos de timo y bazo in vitro en ausencia y

presencia de mitdgeno

Para la evaluacion de la actividad inmunomoduladora de las fracciones
hexanicas de G. glutinosum sobre la proliferacion de células de timo y bazo, se empled
el método colorimétrico de MTT, en el cual las células se sometieron a diluciones
seriadas del extracto, utilizando un mitégeno estimulante (Con A). Los resultados que a
continuacién se presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de medicion de
viabilidad en base a la intensidad en la coloracién como respuesta a la respiracion

celular.

6.4.1 Andlisis de la actividad inmunomoduladora de las fracciones hexanicas de
G. glutinosum sobre la proliferacion de linfocitos de timo in vitro en ausencia y

presencia de mitogeno.

Al analizar la actividad de los extractos sobre la proliferacion de los linfocitos de
timo, los resultados no mostraron diferencia significativa entre los tratamientos con las
fracciones en contra los linfocitos de timo en ausencia y presencia del mitégeno (Tabla
VIII) (Figuras 16, 17 y 18).
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Figura 16. Efecto de las fracciones hexanicas FC1 (A) y FC3 (B) de G. glutinosum
sobre la linfoproliferacion de células de timo en presencia y ausencia del mitogeno. Las
fracciones hexanicas se probaron a diferentes concentraciones (3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5,
125 y 500ug/mL) sobre la viabilidad y actividad proliferativa de linfocitos de timo
durante 48h, mediante la técnica de MTT. Las densidades dpticas se leyeron a 570nm en
un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estandar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control sin tratar.
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Figura 17. Efecto de las fracciones hexanicas FC4 (A) y FC5 (B) de G. glutinosum
sobre la linfoproliferacion de células de timo en presencia y ausencia del mitdgeno. Las
fracciones hexanicas se probaron a diferentes concentraciones (3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5,
125 y 500ug/mL) sobre la viabilidad y actividad proliferativa de linfocitos de timo
durante 48h, mediante la tecnica de MTT. Las densidades opticas se leyeron a 570nm en
un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estandar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control sin tratar.
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Figura 18. Efecto de las fracciones hexanicas FC6 (A) y FC7 (B) de G. glutinosum
sobre la linfoproliferacion de células de timo en presencia y ausencia del mitdgeno. Las
fracciones hexanicas se probaron a diferentes concentraciones (3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5,
125 y 500ug/mL) sobre la viabilidad y actividad proliferativa de linfocitos de timo
durante 48h, mediante la técnica de MTT. Las densidades dpticas se leyeron a 570nm en
un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estandar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control sin tratar.
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6.4.2 Analisis de la actividad inmunomoduladora de las fracciones hexanicas de
G. glutinosum sobre la proliferacion de linfocitos de bazo in vitro en ausencia y

presencia de mitdgeno.

Al analizar la actividad de los extractos sobre la proliferacion de los linfocitos de
bazo, los resultados no mostraron diferencia significativa entre los tratamientos con las
fracciones (Tabla 1X), no se observan un efecto citotdxico contra los linfocitos de timo
en ausencia y presencia del mitdgeno (Figuras 19, 20 y 21).
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Figura 19. Efecto de las fracciones hexanicas FC1 (A) y FC3 (B) de G. glutinosum
sobre la linfoproliferacion de células de bazo en presencia y ausencia del mitégeno. Las
fracciones hexanicas se probaron a diferentes concentraciones (3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5,
125 y 250ug/mL) sobre la viabilidad y actividad proliferativa de linfocitos de bazo
durante 48h, mediante la técnica de MTT. Las densidades Opticas se leyeron a 570nm en
un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estdndar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control sin tratar.
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Figura 20. Efecto de las fracciones hexanicas FC4 (A) y FC5 (B) de G. glutinosum
sobre la linfoproliferacion de células de bazo en presencia y ausencia del mitdgeno. Las
fracciones hexanicas se probaron a diferentes concentraciones (3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5,
125 y 250ug/mL) sobre la viabilidad y actividad proliferativa de linfocitos de bazo
durante 48h, mediante la técnica de MTT. Las densidades Opticas se leyeron a 570nm en
un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estdndar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control sin tratar.
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Figura 21. Efecto de las fracciones hexanicas FC6 (A) y FC7 (B) de G. glutinosum
sobre la linfoproliferacion de células de bazo en presencia y ausencia del mitdgeno. Las
fracciones hexanicas se probaron a diferentes concentraciones (3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5,
125 y 500ug/mL) sobre la viabilidad y actividad proliferativa de linfocitos de bazo
durante 48h, mediante la técnica de MTT. Las densidades Opticas se leyeron a 570nm en
un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estandar de tres
experimentos independientes con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control sin tratar.
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6.5. Analisis de la actividad antitumoral y hepatotoxica in vivo de las fracciones

hexanicas de G. glutinosum sobre el linfoma murino L5178Y-R

De acuerdo a la actividad observada en las ensayos in vitro se seleccionaron las
FC6 y FC7 como tratamientos para analizar su actividad in vivo y hepatotdxica. Para la
evaluacion de la actividad antitumoral de las FC6 y FC7 se utilizaron 5 ratones hembras
Balb/c de 6-8 semanas por cada grupo, las cuales las les indujo el tumor y al cabo de
una semana de la formacion del tumor (aprox. 7dias), se administraron los tratamientos

tal y como se describi6 anteriormente.

6.5.1. Efecto de las FC6 y FC7 sobre el crecimiento tumoral de ratones

De acuerdo al analisis de los resultados, a los siete dias del trasplante del
linfoma, se observo que el volumen tumoral, entre los grupos no fue significativamente
diferente, tampoco el peso inicial de los ratones de los diferentes grupos fue diferente
significativamente, ni el peso de los ratones a los siete dias posteriores al trasplante del
linfoma, por lo que se indica que los ratones iniciaron el tratamiento en condiciones

similares.

El volumen tumoral se analizé utilizando el indice de crecimiento tumoral donde
se toma como base el volumen de este de cada grupo en el dia siete posterior al

trasplante del tumor, que equivale al dia de inicio de los tratamientos (Tabla X).

Los ratones del grupo IV, fueron tratados con la FC6 inoculados via im
(0.5mg/kg) en la pierna posterior derecha, mostraron un IC tumoral de 1, 5.64, 6.06,
6.28 y 6.32 respectivamente a los dias 7, 10, 13, 17 y 20 posteriores de la inoculacién

del tumor, en donde no se observa reduccion del IC tumoral (p<0.01) (Tabla X).

En los ratones del grupo V, que fueron tratados con la FC7 inoculados via im
(0.5mg/kg) en la pierna posterior derecha, mostraron un IC tumoral de 1, 6.59, 7.17,
8.10 y 7.20, en los dias 7, 10, 13, 17 y 20 posteriores al trasplante, observandose una
reduccion de IC en el ultimo dia de tratamiento (p<0.05) (Tabla X).
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El grupo 111 fue el control positivo, para lo cual se tratd a los ratones con la
droga vincristina, la cual fue inoculada a la concentracién recomendada (0.05mg/kg)
por la via iv, este tratamiento mostro valores de crecimiento tumoral significativamente
menores (p<0.05) tras los dias 13 y 20 posteriores al trasplante de las células tumorales.
Los valores de IC tumoral 1, 6.34, 7.54, 8.13 y 7.73 a los dias 7, 10, 13, 17 y 20
respectivamente (Tabla X).

El grupo VI fue tratado con el vehiculo, inoculado via im, presento valores de IC
tumoral de 1, 6.09, 7.66, 6.25 y 6.71 tras los dias 7, 10, 13, 17 y 20 posteriores al
trasplante del linfoma respectivamente, los valores no presentan diferencia significativa

con respecto al IC del grupo control no tratado (Tabla X).

Los valores de IC tumoral obtenidos del grupo Il, fueron de 1, 5.83, 6.35, 6.73 y
6.83 para los dias 7, 10, 13, 17 y 20 respectivamente posteriores al trasplante (Tabla X).
Este grupo correspondi6 al control de crecimiento tumoral que fue inoculado con el

linfoma pero no recibid tratamiento alguno.

A los grupos sin crecimiento tumoral que se les administraron las FC6 y FC7 via
im no presentaron ningun signo de inflamacién en la zona de la inoculacion, tampoco se
les observO necrosis o signos de toxicidad. De este grupo se extrajo el higado para

evaluar la toxicidad hepatica.
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Tabla X. Efecto de las fracciones hexanicas sobre el crecimiento tumoral in vivo

(volumen tumoral mm3)

Grupo E? Dia 7c Dia 10 Dia 13 Dia 17 Dia 20
I. Control El 122.02 113.00 117,51 115.25 116.38
(ratones sanos) E2 116.68 96.43 86.18 89.22 80.28
E3 121.13 122.97 106.17 128.74 147.62
ICP 1.0 0.92+0.06 0.96+0.07 0.92+0.23 0.95+0.4
Il. Vincristina El 337.64 726.62 741.18 865.22 931.14
(0.05mg/kg) E2 680.73 1070.38 1372.62 1451.54 1254.91
E3 282.52 487.51 600.01 607.98 597.92
ICP 1.0 6.34+1.41* 7.54+1.98** 8.13+2.08** 7.73+1.58*
I11. FC6 El 369.41 608.16 638.16 675.28 654.36
(0.5mg/kg) E2 680.73 847.96 855.67 813.28 691.89
E3 282.52 575.97 687.66 772.47 928.06
o 1.0 5.64+0.71* 6.06+£0.54* 6.28+0.34* 6.32+0.71
IV. FC7 El 422.98 645.98 605.47 638.75 656.08
(0.5mg/kg) E2 943.01 1070.67 1151.16 1413.49 1035.18
E3 260.58 655.33 825.46 863.62 900.32
ICP 1.0 6.59+1.16* 7.17+1.32  8.10+1.91* 7.20+0.92
V. Vehiculo El 465.17 727.83 941.04 766.21 841.72
E2 686.57 856.36 1037.73 607.28 580.40
E3 257.34 609.62 779.28 876.43 994.82
Ic° 1.0 6.09+0.59* 7.66+0.62**  6.25+0.65 6.71+1.0

% Representan la media del volumen tumoral mm3 de un ensayo con 5 ratones por cada

grupo

° El indice de crecimiento (IC) expresa el crecimiento observado en cada tratamiento
con respecto al volumen del crecimiento tumoral de cada grupo en el dia 7, posterior al
trasplante del tumor, que equivale al dia de inicio de los tratamientos. Los valores
expresados representan la media * el error estandar de tres experimentos.

° Representa el volumen tumoral inicial, 7 dias posteriores al trasplante del linfoma, el
cual se le asigno el valor de 1 como IC.
*p<0.05, **p<0.001 comparado con el control sin tratar.
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6.5.2. Efecto de las FC6 y FC7 sobre la sobrevivencia de ratones con linfoma

La sobrevivencia de los ratones se monitored diariamente, al menos dos veces al

dia durante 60 dias.

Entre los ratones del grupo V tratados con el vehiculo, todos murieron en un
promedio de 28 dias, lo que es equivalente a un porcentaje de viabilidad del 0% (Figura

22, Tabla XI). Los ratones no mostraron zona de necrosis en el area del linfoma.

La sobrevivencia de los grupos Il y IV, tratados con FC6 y FC7
respectivamente, se increment6 significativamente comparado contra el control con
tumor sin tratar (p<0.05) con un total de 7 ratones lo que equivale al 46.67% de
viabilidad (Figura 22, Tabla XI). Los ratones no mostraron evidencia de algin dafio

tisular en el area del tumor.
Respecto al grupo Il, control positivo tratado con vincristina sélo sobrevivieron

6 ratones de los 15 utilizados en el ensayo, que equivaldria al 40% de viabilidad, aunque

el valor no fue significativo.
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Tabla XI. Efecto de los tratamientos sobre la supervivencia de ratones con linfoma
L5178Y-R

Numero de ratones que sobrevivieron después de los 60 dias de la

inoculacién del linfoma

Grupo RI®> %PSI° | Expl Exp2 Exp3 RF° %PS*
I. Control 15 100 5 5 5 15 100
I1. Vincristina 15 100 2 1 3 6 40
(0.05 mg/kg)

1. FC6 15 100 3 4 0 7 46.67
(0.5 mg/kg)

V. FC7 15 100 4 2 1 7 46.67
(0.5 mg/kg)

V. Vehiculo 15 100 1 3 1 5 30

% Representa el nimero de ratones iniciales por experimento (5 ratones por repeticion)

® Representa el porcentaje inicial de supervivencia en los 3 experimentos

“Representa el nimero total de ratones de los 3 experimentos independientes, que
sobrevivieron los 60 dias que duré el experimento

YPorcentaje de supervivencia de ratones tratados con FC y controles. Los datos se
expresan como la media + error estandar de 3 experimentos independientes con 5
ratones por grupo (15 en total)

La viabilidad de los grupos Il y 1V, tratados con FC6 y FC7, se incrementd
significativamente (p<0.05) ya que se observd que en estos grupos sobrevivieron 7

ratones lo que equivale al 46.7% de viabilidad.
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Figura 22. Efecto de los tratamientos sobre la sobrevivencia de ratones con linfoma.
Ratones Balb/c hembras de 2 meses fueron inoculadas en el muslo de la extremidad
posterior derecha via im, con la linea celular L5178YR (5x10° células/mL). Después de
7 dias de la inoculacién, se formé un tumor aproximado de 100 cm?®, los ratones fueron
tratados cada 3er dia durante 20 dias con las fracciones FC6 y FC7 (0.5mg/kg c/u) iv en
la vena caudal, con vincristina o con el vehiculo. La sobrevivencia se evalud
diariamente durante 60 dias.
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Figura 23. Probabilidad de sobrevivencia obtenida por el método Kaplan-Meier (ver
apéndice) a lo largo del periodo de tratamiento (1-30 dias) y el periodo de observacién

(31-60 dias).
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6.5.3. Analisis histol6gico de higado

Para evaluar el grado de citotoxicidad de las FC6 y FC7, a ratones que solo
fueron tratados con las fracciones cada 3er dia durante 20 dias sin la induccion del
tumor, se les extrajo el higado y se procesé por el método clasico de fijacion de
formalina neutra, deshidratacién con alcoholes y transparentados con xilol, se les

realizaron cortes histoldgicos tefiidos con la técnica de hematoxilina y eosina

Se realizaron los cortes histoldgicos a los tejidos de control sano y a los tratados
con las FC6 y FC7. En los tres tejidos se observaron los hepatocitos con forma
poligonal y con membrana celular clara. Los nlcleos son esféricos con superficie
regular y con variacién ligera de tamafio de una célula a otra. Dentro de los ndcleos se
observaron granulos de cromatina con uno o dos nucléolos. En el citoplasma de los
hepatocitos se encontrd almacenamiento de glucdgeno (Figura 24). No se observo algun
indicio de reparacion celular, acumulo de grasa o necrosis celular en los hepatocitos
(Figuras 25, 26 y 27). Dentro del tejido se puede ver la triada portal, la cual la

constituye la vena, la arteria y el conducto biliar (Figura 28).

A A
Figura 24. Corte histoldgico de higado (100x), mostrando a detalle las caracteristicas de

los hepatocitos (circulo). Tincion con hematoxilina y eosina.
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Figura 25. Corte histolégico de higado (40x) del grupo tratado solo con solucion salina
0.9%, mostrando a detalle las caracteristicas del I6bulo hepatico. En la imagen se
muestran la vena central, lamina celular hepatica, sinusoides, hepatocitos y cromatina.
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Figura 26. Corte histolégico de higado (40x) del grupo tratado con la FC6 , mostrando
a detalle las caracteristicas del I6bulo hepatico. En la imagen se muestran la vena
central, lamina celular hepatica, sinusoides, hepatocitos y cromatina.
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Figura 27. Corte histologico de higado (40x) del grupo tratado con FC7, mostrando a
detalle las caracteristicas del 16bulo hepatico. En la imagen se muestran la vena central,
lamina celular hepatica, sinusoides, hepatocitos y cromatina.
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Figura 28. Triada portal hepatica, corte tefiido con hematoxilina y eosina (40x).
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6.6. Analisis de la actividad biologica de los compuestos aislados a partir de las

fracciones hexéanicas de G. glutinosum

Estos compuestos fueron aislados en el laboratorio de fitoquimica de esta
facultad por el grupo de investigacion del Dr. Ramiro Quintanilla Licea (Quintanilla-
Liceaetal., 2012).

A partir de las fracciones hexanicas de G. glutinosum se aislaron dos compuestos
terpenoides (+)-13S,14R,15-trihydroxy-ent-labd-7-ene (RQ6) (Figura 29 A) vy (-)-
13S,14R,15-trihydroxy-7-oxo-ent-labd-8(9)-ene (RQ7) (Figura 29 B). También se aisld
D-glycerol-D-galacto-heptitol (Figura 29 C) y hentriacontano (Figura 29 D). Ambos
compuestos terpenoides mostraron actividad citotoxica in vitro en contra de la linea
tumoral L5178YR; el terpeno RQ6 mostro un efecto inhibidor en células de timo y bazo
conforme se aumentaba la concentracion (Figura 29), mientras que el hepitol y el
hentriacontane, no mostraron citotoxicidad significativa en contra de la linea tumoral
L5178Y-R (datos no mostrados).

El terpeno RQ6 mostré un efecto citotoxico de un 14.6% (p<0.05) a la
concentracion de 31.35ug/mL y alcanzé una citotoxicidad de 77.8% (p<0.05) en la
concentracion de 250ug/mL (Figura 30). Por otro lado el RQ6 no afecté de forma
significativa las células de bazo pero si mostro toxicidad con células de timo, las cuales

se ven afectadas desde las concentraciones de 7.8ug/mL (Figura 31).
El terpeno RQ7 mostr6 un efecto citotéxico de un 17% (p<0.05) a la

concentracion de 3.9ug/mL y alcanz6 una citotoxicidad de 35% (p<0.05) en la

concentracion de 250pg/mL (Figura 32).
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Figura 29. Moléculas aisladas a partir de extracto hexanico de G. glutinosum.

A. (+)-13S,14R,15-trihydroxy-ent-labd-7-ene

B. (-)-13S,14R,15-trihydroxy-7-oxo-ent-labd-8(9)-ene
C. D-glycero-D-galacto-heptitol

D. Hentriacontane
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Figura 30. Efecto citotdxico del diterpeno RQ6 contra la linea linfoide L5178Y-R.
Las células del linfoma se trataron con el compuesto por 48h, transcurrido ese periodo
se midié su viabilidad con la técnica colorimétrica de MTT, comparando contra un
control sin tratar. Los datos representan la media + el error estandar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control sin tratar.
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Figura 31. Efecto del RQ6 (compuesto A) sobre la linfoproliferacion de células de timo
(A) y bazo (B) en presencia y ausencia del mitogeno. EI compuesto fue sometido a
diferentes concentraciones (3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250ug/mL) en contra de
linfocitos de timo y de bazo durante 48h, para posteriormente evaluar la proliferacion
celular por medio de la técnica de MTT. Las densidades Opticas se leyeron a 570nm en
un lector de microplacas. Los datos representan la media + el error estandar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.
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Figura 32. Efecto citotdxico del diterpeno RQ7 contra la linea linfoide L5178Y-R.
Las células del linfoma se trataron con el compuesto por 48h, transcurrido ese periodo
se midid su viabilidad con la técnica colorimétrica de MTT, comparando contra un
control sin tratar. Los datos representan la media + el error estandar de tres
experimentos representativos con tres repeticiones por tratamiento.
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7. DISCUSION

El cancer uno de los principales problemas que aquejan a la humanidad (Boik,
1996; Rath, 2001), ha sido un problema para tratarlo ya que adquiere resistencia ante los
farmacos y encontrar nuevas estrategias para controlarlo ha sido la busqueda en plantas

para encontrar compuestos anticancerl'genos.

Los productos naturales representan una rica fuente de compuestos
bioldégicamente activos y que son un ejemplo de la diversidad molecular con un alto
potencial en el desarrollo de drogas (Newman et al., 2000; Harvey, 2000; Grabley et al.,
1999). De los compuestos anticancerigenos encontrados entre 1940 y 2002, el 40%
provienen de productos per se o son derivados de productos naturales (Newman et al.,
2003).

Los tratamientos que se han utilizado para combatir el cancer (eliminacion
quirdrgica del tumor, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, entre otras) tienen el
inconveniente de no ser selectivos entre células cancerosas y células normales, por ello
la basqueda de sustancias provenientes de fuentes naturales que tengan la capacidad
estimular al sistema inmunoldgico, y sean capaces de inhibir, controlar o eliminar el
cancer (Gomez-Flores et al., 2005); esto ha llevado a muchos investigadores a estudiar
diversas plantas medicinales. Muchas plantas han mostrado tener capacidad

farmacolodgica (Evans, 1983).

El reciente gran impacto de las drogas derivadas de las plantas es observado con
gran interés en las areas de investigacion tumoral, donde compuestos como el taxol,
vinblastina, vincristina y camptotecina tienen importancia por la efectiva quimioterapia

en contra de canceres (Rates, 2001).

Varias plantas han sido validadas cientificamente, e incluso se han aislado sus
compuestos activos, y son drogas que se utilizan para el tratamiento de cancer en la
actualidad. Extractos fenolicos de Ichnocarpus frutescens han mostrado actividad contra
células de linfoma in vitro (Kumarappan y Mandral, 2007), el té verde en combinacién
con compuestas naturales como el resveratrol, ha mostrado actividad contra de las lineas
EL-4, Jurkat, K-569 y HL-60 (Duchler y Stepnik, 2008). Existen por lo menos 120
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compuestos quimicos derivados de plantas que son considerados como drogas de
importancia médica, que son comercializados por industrias farmacéuticas en méas de un

pais del mundo (Taylor, 2000).

G. glutinosum usado en la medicina tradicional de México para el tratamiento de
reumatismo, dolor de cabeza, fiebre, diarrea, Ulceras y soldar huesos fracturados, ha
tenido diversos reportes sobre su uso medicinal, donde se describen las propiedades
medicinales de la planta, asi como también antidiarréico, antirreumatico, analgésico y
regenerativo (Martinez, 1959). Reciente mente se han reportado estudios sobre su

actividad antimicrobiana (Caballero-Nieto et al., 2003, Gomez-Flores et al., 2008).

En el presente estudio se utilizaron las fracciones hexanicas de G. glutinosum en
contra de la linea celular L5178YR, para determinar su efecto citotéxico in vitro, lo cual
muestra inhibicion de crecimiento por parte de las fracciones hacia la linea celular tal y
como lo menciona Gomez-Flores et al., en 2009 quienes trabajaron con extractos crudos

de esta planta.

La apoptosis o muerte celular programada, es un tipo de muerte que ocurre
naturalmente en las células o se puede inducir, y tal efecto apoptotico activa el sistema
inmune de una forma limpia sin reacciones adversas y se puede estar incluyendo en

terapias anticancerigenas, para asi estimular al sistema inmune sin dafiar a tejido sano.

Se observo el patron caracteristico de la degradacion de ADN en las células
tratadas in vitro con estas fracciones, que es parte de la segunda etapa de la apoptosis, en
la cual se activan las enzimas enddgenas que degradan el ADN (ADNasas) que estan
como cimogenos en el citoplasma celular, de manera que la enzima corta la molécula de
ADN en fragmentos de longitudes equivalentes a multiplos de 180-200 pb, formandose
asi el patron escalonado que es facilmente visible mediante electroforesis en gel de
agarosa ( Nagata, 2000; Nicholson et al., 1997). Esto es bien reconocido como marcador

bioquimico de muerte celular por apoptosis y no por necrosis (Zhou et al.2003).

En el presente estudio, se encontrd0 que las fracciones hexanicas de G.
glutinosum mostraron tener actividad citotdxica in vitro contra la linea tumoral

L5178Y-R lo cual corroboramos la citotoxicidad de G. glutinosum por extractos crudos
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de la planta en contra de L5178Y-R y la muerte fue inducida por apoptosis (Gomez-
Flores et al., 2009), lo cual nos hace suponer que la molécula o compuestos
responsables de la citotoxicidad se encuentran tanto en el extracto crudo como en las

fracciones.

En el presente trabajo se utilizé actinomicina D, como control positivo para
apoptosis, puesto que es un inhibidor de la sintesis de ARN, lo cual incrementa la
fragmentacion endonucleica del ADN e induce una muerte rapida mediante apoptosis en
las células L5178Y (Agarwal et al., 1991).

En el estudio de inmunomodulacion se utilizaron las seis fracciones que mas
citotoxicidad mostraron y las cuales en los ensayos de inmunomodulacion no se mostro

un efecto significativo en las células de timo y bazo.

En el estudio in vivo se utilizaron las fracciones FC6 y FC7 por presentar un
mejor efecto inmunomodulador y de presentar buena actividad citotoxica. En los ratones
tratados con las fracciones no se observd ningin sintoma en el sitio de la inoculacién

pero se observd una reduccion de la masa tumoral y una sobrevida moderada.

Martinez en 1979 observo que los aceites esenciales de G. glutinosum en
ocasiones causaban una especie de paralisis, dato que no observamos en los ratones de
estudio, a pesar de la reduccion tumoral. Por otro lado algunos de los ratones de estudio
no mostraron una reduccion tumoral aparente por lo que se sugiere el uso de mas dosis
del tratamiento para erradicar el tumor. A pesar de ser Balb/c una cepa sinérgica o de
similitud en el complejo de histocompatibilidad, las diferencias en respuestas

individuales al tratamiento es comun, lo cual se observa también en humanos.

Muchos de los medicamentos que actualmente se utilizan para tratar algln
malestar, traen consigo reacciones secundarias adversas para el organismo como dolores
de cabeza, hipertensién, hepatotoxicidad, entre otros. Medicamentos como el
paracetamol, que por medio de formacion de radicales libres (Yu 1994) causa una
necrosis severa en el higado (Troncoso y Guija 2007).
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A partir del extracto de G. glutinosum se lograron aislar 4 compuestos de los
cuales los de naturaleza terpenoide (Calderon et al., 2001 y Maldonado et al., 1994)
mostraron tener actividad citotoxica en contra del linfoma, como se han demostrado en
contra de otros tumores (Betancur-Galvis et al., 2002; Valente et al., 2004), también se

han reportado el aislamiento de flavonoides (Yu et al., 1988).

Los terpenos han mostrado actividad biolégica y actividad citotoxica en contra
de distintos tumores, por mencionar algunos el diterpeno paclitaxel se ha observado
actividad en contra de la linea de cancer de mama MCF-7 (Nicolau et al., 1995);
sarcodictyins, aislado de ciertas especies de corales suaves, se ha observado que el
diterpeno posee una potente actividad antitumoral (Shiff et al., 1979; Ciomeli et al.,
1997).

Los terpenos aislados de G. glutinosum muestran una actividad citotoxica in
vitro en contra de la linea L5178Y-R, mostrando su mayor efecto a las mayores
concentraciones y a su vez mostrando también moderada citotoxicidad en linfocitos,
esta actividad es muy probable que se deba a que en las FC hay una mezcla de
compuestos y moléculas que interaccionan entre si, induciendo efectos de sinergismo o

antagonismo en contra del diterpeno aislado.

Se han aislado compuestos con actividad bioldgica a partir de G. glutinosum, en

los que destacan los diterpenos con actividad antifungica (Serrano et al., 2009),

La potenciacion de pardmetros inmunoldgicos inducida por los extractos de
plantas, podria ser relevante en la clinica como adyuvantes en la terapia de

enfermedades como infecciones virales cronicas, la tuberculosis, el SIDA y el cancer.

Las fracciones hexanicas de G. glutinosum no mostraron signos de necrosis en el
higado, ni alguna alteracién hepética de algun tipo, como hepatocitos binucleados
(como consecuencia de la generacion celular a causa de un dafio), cicatrizacion,
formacion de lipidos en el interior del hepatocito. Siendo tal vez su administracion
segura como tratamiento ya que faltarian estudios para corroborar su eficiencia sin los

efectos secundarios no deseados.
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Esto indica que los compuestos presentes en las fracciones hexanicas podrian

tener futuro en una terapia anti cancerigena.
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8. CONCLUSIONES

El extracto hexanico de G. glutinosum se separd por cromatografia en columna
en ocho fracciones: FC1, FC2, FC3, FC4, FC5, FC6, FC7 y FC8.

a. Las fracciones FC1, FC3, FC4, FC5, FC6 y FC7 mostraron actividad citotoxica
in vitro en contra de la linea L5178Y-R y la citotoxicidad fue mediada por

apoptosis.

b. Las fracciones FC1, FC3, FC4, FC5, FC6 y FC7 no afectaron la proliferacion

de células de timo y bazo in vitro.

c. Las fracciones FC6 y FC7 presentaron efecto antitumoral in vivo sin presentar

sintomatologia de toxicidad aguda.

d. Las fracciones FC6 y FC7 no presentaron necrosis o algun sintoma de toxicidad

hepaética in vivo.

e. Se evaluaron dos compuestos de naturaleza terpenoide y estos mostraron

actividad citotoxica in vitro en contra de la linea L5178Y-R.
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9. APENDICE.

PREPARACION DE MEDIOS Y REACTIVOS

PREPARACION DE MEDIOS.

Medio RPMI 1640. Se pesan 10.2 g de medio RPMI 1640 en polvo y se disuelven en
950mL de H,O destilada; se pesan 2g de bicarbonato de sodio y se disuelven en 50mL
de H,O destilada, y a esta se le afiaden 10mL de antibioticos (penicilina,
estreptomicina, anfotericina) y 10uL de L-glutamina, ambas soluciones se mezclan y se

esteriliza por medio de filtracion con vacio.

PREPARACION DE REACTIVOS.

MTT. Se disolvio 250mg de MTT en polvo en 50mL de PBS, para que se ajuste a
5mg/mL, después se esterilizd con filtro de 0.22um, se guarda en refrigeracion y se

cubre de la luz.

PBS. Se disolvid 1.48g de Na,HPO, en 1l de H,O destilada, y se le agregd 0.43g de

NaH,PO,y 7.2g de NaCl, se esterilizé en autoclave.

Buffer de lisis de leucocitos.
SDS al 20%: 20g en 100 mL de agua destilada, se disolvié a 37°C a bafio Maria.

DMF al 50%: Se adicionaron 100 mL de DMF en SDS al 20%. Se ajusta el pH a 4.7.

83



ESTANDARIZACIONES.

Curva dosis-respuesta: Proliferacion in vitro de linfocitos de raton activados con

concavalina-A (Con A).

Para seleccionar la concentracion subdptima para los ensayos de proliferacion se realizo
una curva de calibracion del efecto del mitdgeno Con A sobre la proliferacion in vitro

de linfocitos de timo y bazo.
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Figura 33. Efecto de la Con-A sobre la linfoproliferacion de células de timo y bazo. Se
evaluaron diferentes concentraciones (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31ug/mL) de Con
A en la proliferacion de linfocitos de timo y de bazo durante 48h, mediante la técnica de
MTT. Las densidades dpticas se leyeron a 570nm en un lector de microplacas. Los datos
representan la media + el error estandar de tres experimentos representativos con tres
repeticiones por tratamiento.

*p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.
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Efecto citotdxico de vincristina en contra de la linea tumoral L5178Y-R in vitro.
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Figura 34. Efecto citotoxico de la vincristina contra la linea linfoide L5178Y-R. Las
células del linfoma se trataron con el compuesto por 48h, transcurrido ese periodo se
midié su viabilidad con la técnica colorimétrica de MTT, comparando contra un control
sin tratar. Las densidades Opticas se leyeron a 570nm en un lector de microplacas. Los
datos representan la media + el error estandar de tres experimentos representativos con
tres repeticiones por tratamiento.

*p<0.05, **p<0.01 comparado con el control sin tratar.
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Prueba de Kaplan-Meier de probabilidad de supervivencia

Resumen del procesamiento de los casos

Tratamiento Censurado
N° total N° de eventos N° Porcentaje
Vincristina 15 9 6 40.0%
FC6 15 8 7 46.7%
FC7 15 8 7 46.7%
Vehiculo 15 10 5 33.3%
Global 60 35 25 41.7%
Tabla de supervivencia
Tratamiento Proporcion
acumulada que
sobrevive hasta el
momento
Error N° de eventos | N°de casos que
Tiempo Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Vincristina 1 25.000 | Muerto 1 14
2 25.000 | Muerto 2 13
3 25.000 | Muerto 3 12
4 25.000 | Muerto 733 114 4 11
5 30.000 | Muerto 5 10
6 30.000 | Muerto 6 9
7 30.000 | Muerto 7 8
30.000 | Muerto 467 129 8 7
9 35.000 | Muerto .400 126 9 6
10 60.000 | Vivo 9 5
11 60.000 | Vivo 9 4
12 60.000 | Vivo 9 3
13 60.000 | Vivo 9 2
14 60.000 | Vivo 9 1
15 60.000 | Vivo 9 0
FC6 1 5.000 | Muerto .933 .064 1 14
2 25.000 | Muerto 2 13




3 25.000 | Muerto .800 103 3 12
4 40.000 | Muerto 733 114 4 11
5 45.000 | Muerto .667 122 5 10
6 50.000 | Muerto .600 126 6 9
7 55.000 | Muerto 7 8
8 55.000 | Muerto 467 129 8 7
9 60.000 | Vivo 8 6
10 60.000 | Vivo 8 5
11 60.000 | Vivo 8 4
12 60.000 | Vivo 8 3
13 60.000 | Vivo 8 2
14 60.000 | Vivo 8 1
15 60.000 | Vivo 8 0
FC7 1 10.000 | Muerto .933 .064 1 14
2 30.000 | Muerto .867 .088 2 13
3 40.000 | Muerto 3 12
4 40.000 | Muerto 733 114 4 11
5 45.000 | Muerto .667 122 5 10
6 50.000 | Muerto 6 9
7 50.000 | Muerto .533 129 7 8
8 55.000 | Muerto 467 129 8 7
9 60.000 | Vivo 8 6
10 60.000 | Vivo 8 5
11 60.000 | Vivo 8 4
12 60.000 | Vivo 8 3
13 60.000 | Vivo 8 2
14 60.000 | Vivo 8 1
15 60.000 | Vivo 8 0
Vehiculo 1 20.000 | Muerto .933 .064 1 14
2 25.000 | Muerto .867 .088 2 13
3 30.000 | Muerto 3 12
4 30.000 | Muerto 4 11
5 30.000 | Muerto .667 122 5 10
6 35.000 | Muerto 6 9
7 35.000 | Muerto 7 8
8 35.000 | Muerto 8 7
9 35.000 | Muerto .400 126 9 6
10 40.000 | Muerto .333 122 10 5
11 60.000 | Vivo 10 4
12 60.000 | Vivo 10 3
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13 60.000 | Vivo 10 2
14 60.000 | Vivo 10 1
15 60.000 | Vivo 10 0
Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Tratamiento Media® Mediana
Intervalo de confianza al Intervalo de
95% confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite
Estimacion | Error tipico inferior superior | Estimacion | Error tipico | inferior | superior
Vincristina 41.000 4.061 33.041 48.959 30.000 3.864 22.426 37.574
FC6 48.000 4.264 39.643 56.357 55.000
FC7 49.333 3.617 42.244 56.422 55.000
Vehiculo 41.000 3.658 33.831 48.169 35.000 2.372 30.351 39.649
Global 44.833 2.017 40.880 48.787 50.000 7.246 35.798 64.202

a. La estimacidn se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1.968 3 579
Breslow (Generalized 3.363 3 .339
Wilcoxon)
Tarone-Ware 2.721 3 437

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de

Tratamiento.
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Supervivencia acum
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HISTOLOGIA

Agua Acida.- Se prepara adicionando 20 gotas de HCI concentrado en 250mL de H,O

destilada

Agua Amoniacal.- Se prepara adicionando 20 gotas de hidroxido amonio en 250mL de

H,O destilada

Albumina de Mayer Modificada. Se bate la albumina de huevo fresco (claras) hasta
punto de nieve y se incorpora poco a poco la glicerina pura, la relacion entre la
albumina y la glicerina es 1:1, se filtra con fibra de vidrio (pelo de angel) agregando un
cristal de timol, para que no se descomponga, tarda varios dias en filtrarse. Después del

filtrado se le agrega mas timol y se guarda en un frasco claro bien tapado
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Abstract: Bioassay-guided fractionation of hexane extracts from
Gymnosperma glutinosum (Asteraceae) leaves, collected in North Mexico,
rendered the known compounds hentriacontane (1) and (+)-13S,14R,15-
trinydroxy-ent-labd-7-ene (2) as well as the new ent-labdane diterpene (-)-
13S,14R,15-trihydroxy-7-oxo-ent-labd-8(9)-ene (3). In addition, D-glycero-
D-galacto-heptitol (4) was isolated from the methanolic extract of this plant.
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Their structures were established on the basis of high-field 1D- and 2D
NMR methods supported by HR-MS data. The cytotoxic activity was
determined by using the in vitro L5178Y-R lymphoma murine model.
Hentriacontane (1) and the new ent-labdane 3 showed weak cytotoxicity,
whereas the ent-labdane 2 showed significant (p<0.05) and concentration
dependent cytotoxicity (up to 78 %) against L5178Y-R cells at
concentrations ranging from 7.8 to 250 pg/mL.

Keywords: Gymnosperma glutinosum, Asteraceae, Mexican medicinal
plant, Lymphoma cells, Cancer, ent-Labdane diterpenes

1. Introduction

Cancer still belongs to the second leading cause of death in industrialized
countries [1]. The fate of many cancer patients, for whom cure of their disease is not a
reality, is becoming ever more an issue. As repeatedly shown by the National Cancer
Institute (USA), more than two thirds of the anticancer drugs approved between the
1940s and 2006 are either natural products or were developed based on the knowledge
gained from natural products [2-5].

On the other side, phytotherapy represents the oldest form of therapy worldwide;
more than 21,000 plant species are used in herbal medicines, according to the World
Health Organization [1].

Particularly, phytotherapy is practiced by a large part of the Mexican population
for the treatment of many diseases. To promote the proper use of herbal medicines and
to determine their potential use as source for new drugs, it is essential to study
medicinal plants and scientifically validate their use [6-9]. This is the case for
Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less, (Asteraceae) known in Mexico as
Tatalencho, Jarilla, Mota, Hierba Pegajosa, Escobilla, Pegajosa [10], which is
traditionally used to treat diarrhea, ulcers and rheumatism [11]. This shrubby,
monotypic plant is distributed from Guatemala throughout Mexico to the southwestern
region of the United States [12, 13]. It is closely related to the Gutierrezia genus, small
shrubby plants with slender stems that are herbaceous above and woody near the base,
covered from summer through fall with masses of tiny yellow flowers borne in terminal
clusters. The stems, leaves and flowering heads are covered with a glutinous or sticky
substance.

It has been reported that Gymnosperma glutinosum contains essential oils [14],
flavonoids [15-19] and diterpenes [20-24], and recent studies have validated the
ethnobotanical use of this plant in Mexico [24-26]. Gomez-Flores et al. showed anti-
tumor activity of the hexane extract of G. glutinosum leaves against L5178Y-R
lymphoma cells [27]; we have expanded our investigation on this plant by elucidating
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the chemical structure of the putative bioactive compounds present in G. glutinosum.
We are describing now the bioassay-guided isolation of hentriacontane (1), (+)-
13S,14R,15-trihydroxy-ent-labd-7-ene  (2) and (-)-13S,14R,15-trihydroxy-7-oxo-ent-
labd-8(9)-ene (3), a new ent-labdane diterpene, as well as D-glycero-D-galacto-heptitol
(4). The structure of these compounds (Fig. 1) was elucidated by analysis of the
spectroscopic data and their cytotoxic activity was determined by using the in vitro
L5178Y-R lymphoma murine model [27].

Figure 1. Structures of compounds 1-4.

18 v 3

2. Results and Discussion
2.1. Structure elucidation

The structures of the known compounds 1, 2 and 4 were established by
comparison of their spectroscopic data with literature values. Hentriacontane (1), a solid
long-chain alkane (Cs1Hes), is found in a variety of plants [28, 29], but it has not yet
been isolated from G. glutinosum. The occurrence of the ent-labdane diterpene 2
(C20H3603) in G. glutinosum has been reported in the literature [22], but no biological
activity was described so far.

Compound 3 was isolated as a colorless oil with [a]p?° = —16.5 (¢ 2.0, CHCl5).
(+)-ESI MS exhibited an ion peak [M + Na]* at m/z = 361 (CxoH3404Na) and HR-ESI-
MS showed an [M +H]" ion at m/z = 339.25300, confirming a molecular formula of
C20H3404.
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The *H NMR spectrum (Table 1) showed five methyl singlets at 6y = 0.85, 0.87, 1.05,
1.22 and 1.72, characteristic signals of a labdane diterpene skeleton [30-32]. The *C
NMR spectrum of 3 (Table 1), in agreement with the molecular formula, revealed
signals corresponding to 20 carbon atoms in the molecule. Analysis of the **C NMR and
DEPT 135 spectral data with the aid of the HSQC spectra, led to the deduction of the
multiplicities of the carbon atoms and established the presence of five methyl signals
(11.3, 18.1, 21.3, 22.7, 32.5), two tetrasubstituted olefinic carbons (130.1, 168.6), seven
aliphatic methylenes (18.6, 23.1, 35.1, 35.9, 36.4, 41.2, 63.2), two methines (50.2,
70.2), one oxygenated quaternary carbon (74.4), one carbonyl group (200.5), and two
quaternary carbons (33.1, 41.1). The above signals and an ABX system in the 'H NMR
spectrum of 3 for protons geminal to hydroxyl functions (one methylene (64 = 3.69, m,
2H; oc = 63.2) and one methine (d6n = 3.49, m, 1H; o¢c = 77.2) corresponding to a
primary and secondary alcohol) indicated a diterpene with ent-labdane skeleton whose
structure is similar to the (+)-13S,14R,15-trihydroxy-ent-labd-7-ene (2) previously
isolated by Maldonado from Gymnosperma glutinosum [22].

Furthermore, comparison of the 'H- and **C NMR spectral data of 3 with 2
allowed the assignment of 3 as (-)-13S,14R,15-trihydroxy-7-oxo-ent-labd-8(9)-ene, as
compound 3 did not show any olefinic proton signal in the *"H NMR spectrum (8 =
5.37 in 2), and in the 3C NMR spectrum only two signals for methine carbons (three
methine signals in 2) were present, but additionally a ketocarbonyl signal (6¢c = 200.5)
was found. An ABX signal at 6y 2.31/2.41, not present in the spectrum of 2, showed an
HMBC coupling with the carbonyl group (6¢c = 200.5) and a COSY correlation with H-5
(64 = 1.67). It corresponds therefore to CH»-6, indicating a change of the double bond in
2 from position A’ to position A® in 3 as well as the presence of a carbonyl function at
carbon 7 in 3. This was confirmed by the HMBC correlation of Me-17 with CO-7 (and
C-8, 9) and by the coupling of Me-20 with the B-olefinic carbon C-9. Further HMBC
couplings are summarized in Fig. 2. The IR spectrum of 3 displayed accordingly
absorption bands at 1640, 1690 and 3370 cm™, corresponding to a double bond, an o,f-
unsaturated keto group and hydroxyl functions.

We assume in 3 the same configuration as in 2 for the respective chiral carbons (5, 10,
13 and 14), as 3 is probably formed by oxidation of 2 in the plant cells.

Table 1. *H (400 MHz) and *C NMR (100 MHz) data of compound 3 (CDCl5)

13C 1H
Position 6 (DEPT) 6, mult, (J in Hz)
1 359 CH; 1.27m, 1.85m
2 186 CH, 1.45m,1.54 m
3 412 CH; 1.16 m, 1.40 m
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4 331 Cq -
5 502 CH 1.67m

6 351 CH,  231m,241lm
7 2005 C=0 -

8 1301 C, -

9 1686 C, -

10 411 Cq -

11 23.1 CH, 2.22m, 2.36 m
12 36.4 CH, 1.43m, 1.64m
13 744  C, -

14 77.2 CH 3.49m

15 63.2 CH, 3.69m

16 227 CHs 1.22s

17 11.3 CHjs 1.72s

18 325 CHs 0.85s

19 21.3 CHs 0.87s

20 18.1  CHs 1.05s

OH 3.60 brs

Figure 2. Selected H,H COSY («+») and HMBC (—) correlations of diterpene 3 in
CDCls.

A labdane Kketo-triol 6 quite similar to 3 was obtained [33] after a
microbiological transformation of 13R,14R,15-trihydroxylabd-7-ene 5 (Fig. 3), a
diterpen commonly found in Madia species [34, 35], as well as in Blepharizona
plumosa [36]; 5 is a diastereomer of the ent-labdan 2 isolated from G. glutinosum. As
expected, the NMR values of the pseudoenantiomeric labdane keto-triol 6 [33] are very
similar to those of 3. The main difference between both compounds is the chemical shift
of C-14 (6¢c = 77.2in 3, 6c = 74.9 in the reported diastereomeric labdane 6). This seems
to be due to a change in the chirality of C-13, which in 2 and 3 is (S) but (R) in the
labdane diterpene from Madia species. The configurations on the carbons 13 (R) and 14
(R) in labdane 6 (Fig. 4) would allow hydrogen bonding between the hydroxyl groups
that probably diminishes the electronegative effect of the involved oxygen atoms and
might result in increased shielding on these carbons and consequently leads to the high
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field chemical shift of C-14 (6¢c = 74.9). In ent-labdane 3 hydrogen bonding (like in
labdane 6) should be expected preferentially between 13-OH and 15-OH which thus
leads to the low field chemical shift of C-14 (8¢ = 77.2). This assumption is nicely
confirmed by DFT calculations [47] with predicted shifts close to the experimental
values (Fig. 4).

Figure 3. Microbiological transformation of labdane 5 into 6 [33]

Debaryomyces hansenii

>

There are some differences in the chemical shifts assignments reported by Haridy et al.
[33] in the *C NMR spectrum of labdane 6 for the positions 1-3 (8¢ = 18.6, 41.3 and
35.9) in comparison with the signals of our ent-labdane 3 (¢ = 35.9, 18.6, 41.2). The
hydrogen and carbon connectivities in 3 were deduced from the *H-'H COSY, HSQC
and HMBC spectra (Fig. 2). The attachment of methyl groups 18 and 19 at C-4 was
clearly illustrated by the cross-peak of methyl signals in the HMBC spectrum at d¢c =
32.5 and 21.3 with H-5 represented by a multiplet centered at 6y = 1.67 and with CH,-3
represented by two multiplets at 84 = 1.16 and 1.40 (HSQC confirms ¢ = 41.2 for C-3).
Likewise, the attachment of methyl 20 at C-10 was determined by the cross-peak of the
signal at 6c = 18.1 with H-5 and with CH,-1 represented by two multiplets at 6y = 1.27
and 1.85 (6¢ = 35.9 by HSQC for C-1). Our assignments for the chemical shifts of the
methylene groups in the positions 1-3 of compound 3 are in agreement with other
literature values reported for the labdane skeleton [24, 31, 32] and are also reproduced
by prediction programs like the ACD/CNMR Predictor 89 [48].

Figure 4. Conformations and hydrogen bridges of labdane 6 (left partial structure) and
ent-labdane 3 (right fragment) according to DFT calculations with SPARTAN®. The
carbon shifts were calculated for solutions in CH,Cl.,.
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Finally, from the methanol extract of G. glutinosum, D-perseitol (4), a known naturally
occurring heptitol [37, 38], was isolated for the first time from this plant. The physical
and optical properties of the isolated perseitol are sufficiently different from the
diasteromeric heptitols D-volemitol and D-B-sedoheptitol, isolated from other plants

[39, 40].
2.2 Cytotoxicity activity

The cytotoxic activity of the extracts of G. glutinosum and compounds 1-4 was
determined by using the in vitro L5178Y-R lymphoma murine model [27]. Viability of
L5178Y-R tumor cells was significantly (p<0.05) reduced by G. glutinosum extracts
(Fig. 5); hexane and methanol extracts caused significant cytotoxicity of 24 % and 23
%, respectively, at the lowest concentration tested (7.8 pg/mL). In addition, fractions
SC1 and SC4 obtained from the hexane extract after column chromatography over silica
gel, showed the highest cytotoxicity of 45 % and 27 %, respectively, at 31.2 pg/mL

(Fig. 5).

Figure 5. Cytotoxicity of extracts and fractions SC1 to SC4 from hexane extract of
Gymnosperma glutinosum against L5178Y-R cells in vitro, as compared with untreated
control (culture medium). Data represent means + SD of triplicate determinations from

3 independent experiments. Optical density at 540 nm for untreated cells was 0.53 +

0.06.
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The bioassay guided purification of fractions SC1 and SC4 from the hexanic extract
resulted in the isolation and identification of three compounds that were tested for
cytotoxic activity against L5178Y-R cells, from which, only compound 2 was observed

to be cytotoxic.
Hentriacontane (1) and the new ent-labdane 3 showed not significant

cytotoxicity (up to 33% cytotoxicity; data not shown), whereas the ent-labdane 2
showed significant (p<0.05) and concentration-dependent cytotoxicity (up to 78 %)
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against L5178Y-R cells at concentrations ranging from 7.8 to 250 pg/mL (Fig. 6). The
heptitol 4 isolated from the methanolic extract did not show cytotoxicity at any
concentration tested.

Figure 6. Cytotoxicity of pure compound 2 from Gymnosperma glutinosum against
L5178Y-R cells in vitro, as compared with untreated control (culture medium). Data
represent means + SD of triplicate determinations from three independent experiments.
Optical density at 540 nm for untreated cells was 0.53 + 0.06.
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3. Experimental section
3.1. General

Melting points were determined on an Electrothermal 9100 apparatus
(Thermoscientific). Optical rotations were recorded on a PolyScience Polarimeter
Model SR-6 and on a Perkin Elmer Polarimeter Model 241. IR spectra were recorded on
a Varian 1000 FT-IR spectrometer using an ATR accessory. NMR spectra were
measured on a Bruker DPX Spectrometer (*H, 400 MHz; *C, 100 MHz). ESI HR mass
spectra were measured on a Bruker FTICR 4.7 T Mass spectrometer. EI MS was
recorded on a Finnigan MAT 95 spectrometer (70 eV).

TLC was carried out on pre-coated silica gel glass plates 5 x 10 cm (Merck silica
gel 60 Fys4, Darmstadt, Germany). Normal phase column chromatography was
performed on silica gel (60-200 mesh) purchased from J. T. Baker (Phillipsburg, NJ,
USA). Size-exclusion chromatography was performed on Sephadex LH-20 (Lipophilic
Sephadex, Amersham Biosciences Ltd; purchased from Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim, Germany).

3.2. Plant material

Aerial parts of G. glutinosum were collected in Escobedo, Nuevo Leon, México,
in July 2003 and identified by Ma. del Consuelo Gonzélez. A voucher specimen (No.
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024247) was deposited at the Herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas (UANL),
Nuevo Ledn, México.

3.3. Extraction and isolation

Ground and dried leaves of Gymnosperma glutinosum (200 g) were sequentially
extracted by maceration with 1 L n-hexane, chloroform and methanol. After filtration,
the solvent was removed under reduced pressure to yield 20.5, 39.9 and 39.4 g of
extract, respectively. Each extract was analyzed for cytotoxic activity (Fig. 5). The
hexane extract, which was more active than the others at low concentrations, was
divided into two portions of ca. 10 g and each of them chromatographed on a silica gel
(190 g) column (160 x3 cm) and eluted with stepwise gradients of n-hexane-chloroform
(100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v, each
400 mL), chloroform-ethyl acetate (90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70,
20:80, 10:90, 0:100 v/v, each 400 mL), and finally with 800 mL methanol. A total of
184 subfractions (50 mL) were collected for each column and combined on the basis of
their TLC (n-hexane-CHCI; 1:1) profiles into four main fractions as follows:
subfractions 1-43 SC1 (1.6 g), subfractions 44-78 SC2 (2.6 g), subfractions 79-104 SC3
(2.4 g) and subfractions 105-184 SC4 (5.9 g). These main fractions, containing the non-
polar to the more polar compounds, were used for cytotoxicity assays (Fig. 5). Fractions
SC1 and SC4 showed the best activity against L5178Y-R and were submitted to
additional fractionation. Fraction SC1 was chromatographed again on a silica gel (20 g)
column (36 x 2 cm) using a stepwise gradient solvent system consisting of n-hexane-
chloroform (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100
vlv, each 50 mL), chloroform-ethyl acetate (90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v, each 50 mL), and finally with 100 mL methanol. A total
of 115 subfractions (10 mL) were collected, combined on the basis of their TLC (n-
hexane-CHCI; 1:1) profiles into eight main fractions as follows: A (subfractions 1-6), B
(subfractions 7-21), C (subfractions 22-34), D (subfractions 35-40), E (subfractions 41-
49), F (subfractions 50-61), G (subfractions 62-70) and H (subfractions 71-115).
Fraction A yielded 200 mg hentriacontane (1) whereas fractions B to H were still
complex mixtures (NMR) of n-alkanes and probably diterpenes. Fraction SC4 was also
chromatographed on a silica gel (190 g) column (160 x 3 cm) using a stepwise gradient
solvent system consisting of chloroform-ethyl acetate (100:0, 90:10, 80:20, 70:30,
60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v, each 400 mL), and finally with 800
mL methanol. A total of 260 subfractions (20 mL) were collected, combined on the
basis of their TLC (CHCI;—EtOAc, 1:1) profiles into six main fractions as follows: I
(subfractions 1-36), J (subfractions 37-60), K (subfractions 61-92), L (subfractions 93-
143), M (subfractions 143-182) and N (subfractions 183-260). Fraction L produced
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almost pure (+)-13S,14R,15-trihydroxy-ent-labd-7-ene (2) whereas fraction M rendered
(-)-13S,14R,15-trihydroxy-7-oxo-ent-labd-8(9)-ene (3). Both diterpenes were subjected
to additional purification on a Sephadex LH-20 (50 g) column (160 x 1.5 cm), using
MeOH as eluent. For diterpene 2 a total of 240 subfractions (10 mL) were collected and
after combining subfractions 17-20, previously purity judged from TLC (CHCls—
EtOAc, 1:1), 2.5 g of (+)-13S,14R,15-trihydroxy-ent-labd-7-ene (2) were obtained.
For diterpene 3 only 190 subfractions (10 mL) were collected. From subfractions 14-18,
combined on the basis of their TLC (CHCI;-EtOAc, 1:1) profiles, 600 mg of (-)-
13S,14R,15-trihydroxy-7-oxo-ent-labd-8(9)-ene (3) were obtained.

After cooling, an amorphous precipitate was formed from the methanol extract,
which was collected and stirred in 30 mL cold methanol for 24 h. After filtration, 250
mg of D-glycero-D-galacto-heptitol (4) were recovered as a white powder.

(-)-13S,14R,15-Trihydroxy-7-oxo-ent-labd-8(9)-ene (3): Colorless oil; Ry = 0.18
(CHCIs-EtOAc, 1:1); [a]p?®: -16.5 (c 2.0, CHCI3); IR (ATR): vnax = 3370, 2915, 1710,
1690, 1640, 1462, 1372, 1018, 720 cm™; *H- and **C NMR data in CDCl3, see Table 1;
ESI-MS (+)-mode: m/z = 361 [M + Na]", (-)-mode: m/z = 337 [M - HJ; (+)-ESI HR
MS: m/z = 339.25300 [M + H]" (calcd. for CoHz504: 339.25298).

3.4. Cytotoxicity assay
3.4.1. Reagents and culture medium

Penicillin-streptomycin solution, L-glutamine, and RPMI 1640 medium were
obtained from Life Technologies (Grand Island, NY, USA). Fetal bovine serum (FBS),
sodium dodecyl sulfate (SDS), N,N-dimethylformamide (DMF) and 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) were purchased from
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).Vincristine sulfate salt (97.5 %) was obtained
from Vintec (Columbia S. A. de C. V., Mexico). Extraction buffer was prepared by
dissolving 20% (wt/vol) SDS at 37 °C in a solution of 50% each DMF and
demineralized water, and the pH was adjusted to 4.7.

3.4.2. Tumor cell line

The tumor cell line L5178Y-R (mouse DBA/2 lymphoma) was purchased from
The American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA) and was maintained in
culture flasks with RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, 1% L-glutamine,
and 0.5% penicillin-streptomycin solution (referred as complete RPMI medium) at 37
°C, in a humidified atmosphere of 5 % CO, in air. Cellular density was kept between
10° and 10° cells/mL.
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3.4.3. Cell preparation and culture

The direct in vitro activity of extracts, active fractions and pure compounds of
Gymnosperma glutinosum was carried out by the tetrazolium bromide (MTT)
colorimetric technique [27]. Cell cultures were collected, washed three times in RPMI
1640 and adjusted to 5 x 10* cells/mL with RPMI complete medium. One hundred
microliters of the cell suspension were then added to flat-bottomed 96-well plates
(Becton Dickinson, Cockeysville, MD, USA), containing triplicate cultures (100 pL) of
G. glutinosum extracts, active fractions or pure compounds at various concentrations as
well as positive (vincristine) and negative (culture medium) controls. The plates were
then incubated for 44 h at 37 °C in 5% CO, atmosphere. Next, 0.5 mg/mL of MTT were
added, and the cultures were additionally incubated for 4 h. After this, 100 pL
extraction buffer were added to all wells and plates were incubated for 16 h and optical
densities, resulting from dissolved formazan crystals, were then read in a microplate
reader (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT. USA) at 540 nm. The results were
expressed as mean + SD of triplicate determinations from a representative experiment.
All experiments were repeated at least three times with similar results. Statistical
significance was assessed by one-way analysis of variance. Cytotoxicity percentage was
determined as follows:

0 A, In G. glutinosum — treated cells
A, in untreated cells

% Cytotoxicity =10 x 100

4. Conclusions

Hentriacontane (1) has already been suggested as possible antitumor agent [41,
42], however, in our case, it showed not significant 12 % cytotoxicity at 250 pg/mL
(data not shown). The heptitol 4 did not show cytotoxicity at any concentration tested,
although a complex with K* ions has been shown to exhibit a potent inhibitory effect on
[*H]-leucine incorporation for protein synthesis on Ehrlich ascites tumor cells in mice
[38, 43]. Our results showed significant tumor cell toxicity of the apolar ent-labdane 2
of up to 78% (250 pg/mL) in a concentration-dependent fashion, from concentrations as
low as 7.8 pug/mL, as compared with untreated control, which may be an indication of
an important antitumor activity (Fig. 6), whereas ent-labdane 3 (polar) only caused low
but significant (p=0.05) 32% cytotoxicity at 250 pg/mL (data not shown). Vincristine
control caused 68% to 81% cytotoxicity at concentrations ranging from 0.49 to 31.25
png/mL respectively (data not shown). Cytotoxicity observed by the hexane extract (Fig.
5) may be the result of the additive effect of all labdane-diterpenes in the extract.
Separation of the polar (3) and apolar diterpene (2) shows that probably these
compounds have to cross a lipophilic barrier in the lymphoma cell in order to induce
cytotoxicity. The polar diterpene 3 is clearly significantly less effective to cross this
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barrier and therefore did not show significant cytotoxicity as pure compound. In our
study, we decided to fractionate only the hexane extract, which was more active than the
others at low concentrations (7.8 ug/mL). The chloroform extract was not successfully
fractionated, however, our preliminary findings showed that this extract is a complex
mixture of labdane diterpenes (5 singlets between §1.7 and 0.7 in the H-NMR
spectrum; [24, 31, 32]) and highly oxygenated flavonoids (signals for aromatic protons
and methoxy groups between & 3.5 and 4.5 pin the *H-NMR spectrum [18, 19]; data not
shown).

Diterpenes of the labdane type have been reported to have a broad spectrum of
biological activities [44]. Many studies have shown that labdane diterpenes exhibit
significant cytotoxic and cytostatic effects against leukemic cell lines of human origin
and interfere with the biochemical pathways of apoptosis and the cell cycle phases, as
well as with the expression of several protooncogenes such as c-myc and bcl-2 [45]. The
cytotoxic activity of the ent-labdane diterpenes from G. glutinosum indicated that
natural products from plants might contribute to the pool of novel anticancer drugs for
which tumor resistance may not have been developed [46].
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