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1. RESUMEN

En México, desde 1990 los tumores malignos representan la segunda causa de muerte
en la poblacion general. La tasa de incidencia y la mortalidad han mostrado una
tendencia ascendente; por lo que es necesario desarrollar nuevos agentes con actividad
antitumoral. El objetivo de este trabajo fue la obtencién de compuestos con actividad
antineoplésica de plantas téxicas del norte de México. En este estudio, seleccionamos
cuatro especies de plantas toxicas: Acacia berlandieri, Acacia gregii, Brassica nigra y
Agave lechuguilla, colectadas en el Estado de Nuevo Leodn. La seleccion de las plantas
fue basada en informacidn etnobotdnica. Se realizaron extractos metandlicos, hexanicos
y acetonicos de c/planta. En total se obtuvieron 13 extractos que fueron evaluados por
medio del Ensayo de Letalidad de Artemia. salina (BSLA). Los extractos con una
DLsy < 100 pg/ mL, se consideraron como activos y pasaron a una segunda evaluacion
por un método de citotoxicidad in vitro (ensayo WST-1), sobre dos lineas celulares
tumorales MCF-7 y HeLa. Se determinaron los grupos fitoquimicos presentes mediante
pruebas quimicas y cromatografia en capa delgada. En base a los resultados de la
evaluacién citotéxica y determinacion fitoquimica, se aislaron las saponinas presentes
(crudas y cristalizadas) las cuales fueron analizadas por espectroscopia ('HRMN y
BCRMN), y evaluadas sobre las dos lineas tumorales. Ademds con el objeto de
determinar selectividad se realizé la evaluacion citotdxica sobre una linea celular normal
(Vero) tanto a los extractos como a las saponinas. En la prueba de BSLA, fueron cuatro
extractos los que presentaron una DLsy < 100 pg/mL: extracto hexédnico de A.
berlandieri y el hexanico, acetonico y etandlico de A. lechuguilla con una DLsy de 86.3,
53.5, 56.3 y 46.3 pg/mL respectivamente. Se continu6 con el estudio citotdxico sobre las
lineas tumorales con los extractos acetonico y metandlico de A. lechuguilla por presentar
la mejor actividad. Los extractos restantes de A. berlandieri, A. gregii, B. nigra no
presentaron actividad relevante (DLsyp > 100upg/mL). Se detecté la presencia de
alcaloides, esteroles, cumarinas, sesquiterpenlactonas, y saponinas con el estudio
fitoquimico de los extractos de A. lechuguilla. A partir de este extracto se aislaron
saponinas crudas y cristalizadas. Los estudios citotéxicos sobre las dos lineas celulares
tumorales mostraron la mejor actividad sobre la linea celular HeLa: extracto aceténico y
etandlico de A. lechuguilla 1Csy de 142 y 89 pg/mL, saponinas crudas y cristalizadas
ICso de 95 y 78.8 pg/mL respectivamente. Los resultados de citotoxicidad sobre la linea
normal Vero mostraron que las saponinas cristalizadas son menos téxicas que el extracto
y saponinas crudas (IS= 2.2). Con la informacién del '"HRMN y CRMN podemos
aseverar que el compuesto aislado es una saponina 5 B-esteroidal a la cual se atribuye la
actividad citotoxica observada. De las cuatro plantas téxicas del norte de México
analizadas, A. lechuguilla fue la que presentd compuestos con actividad antineopldsica
relevante, por lo que es recomendable la continuidad de este trabajo, aislando los
compuestos fitoquimicos restantes y ampliando la evaluacion citotoxica a otras lineas
celulares tumorales.



1.1. Abstract

Malignant tumors represent the second cause of death in the general population in
Mexico since 1990. The rates of incidence and mortality have shown an ascending
tendency, therefore is necessary to develop new agents with antitumoral activity. The
objective of this work was to obtain compounds with antineoplastic activity of toxic
plants from the north of Mexico. In this study, we selected four species of toxic plants:
Acacia berlandieri, Acacia gregii, Brassica nigra and Agave lechuguilla, collected in
Nuevo Leoén. The selection of the plants was based on ethnobotanics information.
Metanolic, hexanic and acetonic extracts were obtained from each plant, 13 extracts
were obtained and evaluated using the Brine Shrimp Lethality Assay (BSLA). Extracts
with LDsy 100< pg/ml were considered active and went through a second evaluation of
cytotoxity in vitro (WST-1 assay), over two tumoral cellular lines MCF-7 and HeLa.
The present phytochemical groups were determined by means of chemical tests and
chromatography in thin layer. Based on the results of the cytotoxic evaluation and
phytochemical determination, the present saponins were isolated (crude and crystallized)
and were analyzed by spectroscopy (‘"HRMN and *CRMN), and evaluated on the two
tumor cellular lines. In addition, with the porpose of determining selectivity, the
cytotoxic was carried out on a normal cellular line (Vero) with the extracts as well as
saponins. In BSLA, four extracts displayed LDsy 100 < pg/mL: hexanic extract of A.
berlandieri and the hexanic, acetonic and ethanolic of A. lechuguilla with a LDsg of 86.3,
53.5, 56.3 and 46.3ug/mL respectively. The cytotoxic study on the tumor cellular lines
with the acetonic and metanolic extracts of A. lechuguilla were continued since they
displayed relevant activity (LDsy > 100ug/mL). The presence of alkaloids, sterols,
coumarins, sesquiterpenlactons, and saponins was detected with the phytochemical study
of the extracts of A. lechuguilla. From this extract, crude and crystallized saponins were
isolated. The cytotoxic studies on the two tumor cellular lines displayed the best activity
on the cellular line HeLa: acetonic and ethanolic extract of A. lechuguilla 1Csy of 142
and 89ug/mL., saponins crude and crystallized ICsy of 95 and 78.8 pg/mL, respectively.
The results of cytotoxity on the normal line Vero showed that the crystallized saponins
are less toxic than the extract and crude saponins (IS= 2.2). With the information of
'HRMN and “CRMN we can assert that the isolated compound is a 5-f steroidal
saponin, to which cytotoxic activity is attributed. Of the four toxic plants from the north
of Mexico that were analyzed, A. lechuguilla was the only one displayed compounds
with relevant antineoplastic activity. We recommended to continue working with this
lant phytochemical compounds and extending the cytotoxic evaluation to other tumor
cellular lines.



2. INTRODUCCION

En México, el cincer representa un grave problema de salud ptiblica. Desde 1990 los
tumores malignos son la segunda causa de muerte en la poblacién en general y la
primera en mujeres mayores de 25 afos (Mohar et al., 1997; SSA, 2000). El tratamiento
ampliamente usado para algunos tipos de cadncer es la quimioterapia, siendo bien
conocidos los efectos colaterales de toxicidad a nivel gastrointestinal, renal e
inmunolégico. Por lo que es necesario el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos
que puedan aportar al paciente con cancer una mejor calidad de vida (Kimura, 2000). La
quimioterapia es uno de los tratamientos mas utilizados para combatir el cincer que
incluye compuestos sintéticos, semisintéticos y de origen natural; dentro de estos
ultimos se encuentran una gran variedad de compuestos de origen vegetal (Barret,
2001). El Instituto Nacional del Cancer (NCI) de los Estados Unidos de Norteamérica
ha encontrado compuestos con actividad anticancerigena en 35,000 especies de plantas.
Estudios pioneros de la actividad de compuestos de plantas como Catharanthus roseus
(vincristina) y Taxus brevifolia (taxol), proveen evidencias de que las plantas pueden
ser un recurso de agentes quimioterapéuticos potenciales contra el cancer (Roja, 2000).

En nuestro pais se han reportado mds de 1000 especies de plantas medicinales y
solamente en menos del 20% se ha demostrado cientificamente su valor terapéutico
(Garcia et al., 2001). Por otra parte se han reportado alrededor de 220 plantas toxicas de
México entre las que se encuentran algunas con compuestos con actividad
anticancerigena como es el caso de Melia azedarach (Itokawa et al., 1995), de donde se
han extraido dos azadiractinas de un extracto etandlico con actividad citot6xica contra

lineas celulares de leucemia linfocitica. Sin embargo la mayoria de las plantas toxicas
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no han sido estudiadas con este propdsito, por lo que se desconoce la actividad de sus
compuestos. Con este trabajo se pretendié evaluar la actividad antitumoral de plantas
toxicas del norte de México en dos lineas celulares humanas: MCF-7 (Adenocarcinoma
de glandula mamaria) y HeLa (Carcinoma de cérvix) y en la linea celular Vero con el
objetivo de ver la especificidad.

Observando que las tasas de incidencia de las principales neoplasias malignas van en
aumento y a pesar de que ciertos casos se han reportado bajo control, la mortalidad ha
mostrado una tendencia ascendente; por lo que es necesario desarrollar nuevos agentes

con actividad antitumoral (kimura, 2000).



3. HIPOTESIS

Extractos de plantas toxicas del norte de México pueden presentar actividad
antineoplésica sobre dos lineas celulares tumorales: MCF-7 (Adenocarcinoma de

glandula mamaria) y HeLLa (Carcinoma de cérvix).



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
» Evaluar compuestos con actividad antineoplasica de plantas téxicas del

Norte de México.

4.2. Objetivos particulares

» Evaluar la actividad téxica de extractos obtenidos de A. berlandieri, A. gregii, B.
nigra y A. lechuguilla sobre A. salina.

» Determinar la citotoxicidad de extractos crudos sobre dos lineas celulares
tumorales humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de gldndula mamaria), HelLa
(Carcinoma de cérvix) y la linea celular normal Vero ( rifion de mono verde
africano).

» Determinar la citotoxicidad de compuestos obtenidos sobre las lineas celulares
antes mencionadas

> Identificar los compuestos aislados por 'HRMN y *CRMN.



5. ANTECEDENTES

5.1. CANCER

El céncer es un grupo heterogéneo y numeroso de enfermedades malignas,
caracterizadas por una proliferacion celular anormal, de origen genético monoclonal,
autébnoma, progresiva y destructiva, que sin tratamiento conduce a la muerte precoz del
individuo. El rasgo biol6gico mds caracteristico es la metastatizacion (Hsu, 2005).

El cancer es el resultado de la falta de control de la reproduccién celular en un tejido
en el que, previa intervencion de factores etioldgicos sobre una o varias células, éstas se
reproducen sin regulaciéon ni finalidad, de forma auténoma, andrquica e irrefrenable
aunque cese el estimulo causal. Las células cancerigenas se diferencia de las normales
porque se multiplican en forma desordenada, se disponen desordenadamente, pierden la
forma original y adquieren caracteristicas primitivas, el nicleo se destaca por su tamaiio,
escasa mitocondrias, ribosomas libres y en gran cantidad, poseen abundante cantidad de
agua y dcidos nucleicos que se hallan en mitosis, pueden llegar a tener 2 o mas nicleos
acompanandose de pérdida de la apoptosis (Haupt, 2003). Aparece asi un nuevo tejido,
patoldgico, distinto del normal, con tendencia a expandirse localmente a través de vias
linfaticas o hematicas. Con formacion de nuevos focos o metdstasis en érganos distantes,
donde se repite la expansion. Todo el proceso es destructivo para los tejidos normales vy,
dejado a su evolucion natural, acaba con la vida del huésped (Bar6n, 1992; Isefuku,

2006).



5.1.1. INCIDENCIA DE CANCER EN MEXICO

Recientemente se constituyd un Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas
(RHNM), en colaboracién con la Asociacion Mexicana de Patélogos, la Direccion General de
Epidemiologia y el Instituto Nacional de Cancerologia. El cancer ocupa desde 1990 el
segundo lugar como causa de muerte en el pais. En 1995, por medio del RHNM, se
registraron 75 675 casos nuevos de cancer en México. Cabe destacar que dicho registro no
tiene base poblacional, sino s6lo representa la frecuencia relativa de tumores malignos con
diagnéstico histolégico de un centro hospitalario; sin embargo, ilustra el problema de céncer
en nuestro pais a partir de los casos nuevos notificados anualmente (SSA, 2003). El cancer
constituye un problema de salud publica. El cdncer ocupa desde 1990 el segundo lugar como
causa de muerte en el pais. La deteccion, diagndstico y manejo terapéutico de las neoplasias
malignas requieren de una estructura organizada de médicos, paramédicos, técnicos,
instituciones y tecnologia de elevado costo. La evaluacién de la incidencia de Céncer es una
herramienta importante en las decisiones de prevencion y tratamiento del mismo. Los datos
que aqui se exponen provienen del RHNM.

Entre 1922 y 2001 la proporcién de muertes por cancer en México pas6 de 0.6 a 13.1% de
las defunciones totales ocurridas por todas las causas y en toda la poblacién. En el 2001 se
registraron 102,657 tumores malignos que corresponden a 101.6 casos por 100,000
habitantes, se observo que el grupo de 0 a 4 afios presenté mayor nimero de casos que los de
5 a 14, posteriormente se aprecia un aumento progresivo hasta alcanzar el maximo en el
grupo de 70 y més afos. De acuerdo al sexo, 34.8% fueron en hombres y 65.2% en mujeres,
en ambos fue mayor el nimero de casos registrados en el grupo de O a 4 afios y

posteriormente se observd un aumento progresivo, en este aspecto, es importante destacar en
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las mujeres el aumento mds intenso a partir de los 20 afios (28) mientras que en los hombres
se aprecio hasta los 40 afios (50.5). Del total de neoplasias malignas registradas en el 2001, el
36.3% fueron reportadas por el IMSS, el 26.7% por el sector privado y en tercer lugar la SSA
con el 22.8%.

Las entidades con mayor mortalidad por cancer presentaron las siguientes tasas por
100,000 habitantes: Distrito Federal 73%, Sonora 72%, Baja California Sur 68%, Nuevo

Ledn y Sinaloa 66% (Fig. 1).

Tasas de \ B i

mortalidad™ i _—

* Por 100,000 habitantes
Fuerte: SEED J DOGE, 550, 2001, preliminar

Figura 1.-Distribucién de neoplasias malignas por entidad de residencia.



5.1.2. Principales neoplasias en México
Las principales neoplasias malignas y el porcentaje de incidencia en México segtin su
topografia son las siguientes: El cuello del ttero 21.5%, glandula mamaria (femenino)

10.6%, glandula prostética 5%, estdmago 3.9%, ganglio linféatico 3.7 % (Fig. 2).

EL i}
"
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o
Cuello IMerninn BMarma Fem. Frostita F stamagn Gaanagiu | mdatien
Fuente:RHMN, 1995

Figura 2. Primeros cinco lugares de neoplasias segin su topografia en México.
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De acuerdo con el RHNM el cancer cérvico uterino ocupd el primer lugar respecto a
localizacion con 41,326 casos, lo que corresponde al 22.5% del total registrado. Con
respecto a la entidad federativa, el Distrito Federal, Jalisco y Veracruz son los estados
que reportaron los mds altos porcentajes, y los estados de Quintana Roo, Baja California
Sur los menores. Sonora, con 680 casos represento el 1.6%.

El cincer de mama femenino ocup6 la segunda posicion respecto a localizaciéon con
19,909 casos, lo que corresponde al 10.8% del total registrado. También ocupd el
segundo lugar en la poblacién femenina en el trienio 1993-1995 (10.8%). El grupo de
edad mas afectado es el de 40 a 44 afos. Los tipos histolégicos que pueden presentar
este tipo de neoplasias son los adenocarcinomas (96.8%), carcinoma SAI (2.5%),
sarcomas y tumores malignos sin especificar (0.3%) y Linfoma no Hodgkin (0.2%).

El Distrito Federal, Nuevo Ledn, Jalisco y Veracruz registraron los mads altos
porcentajes, mientras que Quintana Roo, Tlaxcala, Baja California Sur y Campeche, los
menores. Sonora, con 401 casos represento el 2%.

El cincer de mama femenino ocup6 la segunda posicion respecto a localizaciéon con

19,909 casos, lo que corresponde al 10.8% del total registrado (trienio 1993-1995).
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5.2. Plantas de importancia médica

5.2.1. Plantas Medicinales

Desde hace muchos siglos se han empleado las propiedades curativas de las plantas y
actualmente se contindan investigando basandose en los usos tradicionales que les daban
nuestros ancestros. El continente Americano es un inmenso almacén farmacéutico para
la humanidad donde una variedad de especies de plantas permanecen todavia sin
explorar. Desafortunadamente todavia no son completamente aceptadas por la mayoria
de los médicos cientificos (Schielcher, 1994).

El valor medicinal de las plantas se debe a la presencia de metabolitos secundarios.
La mayoria de estos compuestos son desconocidos, muchos de ellos han sido
identificados, aislados e inclusive sintetizados; formando parte de medicamentos
oficiales de patente. Los alcaloides se encuentran en el 20% de las familias de plantas y
le siguen en menor proporcién los glicésidos (cianogenicos, esteroideos, cardiotonicos,
etc.), proteinas, aminas, dcidos orgdnicos, oxalatos, alcoholes, resinas, minerales. Segun
la forma y la dosis en que se administre estos compuestos pueden ser medicinales o

toxicos (Hoffman, 1999).

5.2.2. Plantas Téxicas

Expertos en toxicologia vegetal han calculado que crecen en el planeta alrededor de
700 especies toxicas. Entre estas plantas se encuentra la cicuta, que causé la muerte de
Sécrates en el siglo V, A. C. Algunas de estas plantas calificadas como tdxicas pueden
ser también medicinales (SSA, 2001). Existe otro grupo de plantas que son téxicas

solamente en dosis altas. Los compuestos toxicos pueden estar en toda la planta o en
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alguna de sus partes, o bien, la toxicidad de la planta puede aumentar o disminuir si la
planta esta fresca o seca. (Pamplona, 2000). En México se han recopilado alrededor de
220 plantas téxicas. Muchas de estas especies que vegetan en territorio mexicano se
encuentran muy ligadas a actividades humanas, por lo que el contacto con ellas es mas
usual de lo que en general se supone. En el Estado de Nuevo Leon, las plantas toxicas se
consideran entre las causas mds importantes que ocasionan pérdidas econdémicas a la
ganaderia. En el apéndice D se muestra una tabla con la especie, nombre comun, familia,
distribucién y toxicidad de algunas plantas toxicas localizadas en el Estado de Nuevo

Leon (Aguilar, 1982; Maldonado, 1993).
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5.2.3. Plantas con actividad antineoplasica

5.2.3.1. Plantas medicinales y/o ttiles con actividad antineoplasica

Astragalus membranaceus Fish. Con nombre comun: Huang Qi. Pertenece a la
familia. Leguminosae. Su acciéon farmacoldgica es muy variada: propiedades
hepatoprotectoras, antioxidantes , antivirales, mejora la oxigenacién tisular periférica,
propiedades radioprotectoras, propiedades antiinflamatorias, propiedades
antibacterianas, propiedades hipotensoras y propiedades anticoagulantes. Pacientes con
tumor maligno fueron tratados con quimioterapia y otro grupo también recibié el mismo
tratamiento complementado con inyecciones de extracto de A. membranaceus 'y se
observé en estos dltimos inhibicion en el desarrollo del tumor asi como en los efectos
adversos de la quimioterapia y elevacion de la funcién inmunolégica (Duan, 2002).

Acacia victoreae Benth. Con nombre comun: Bramble wattle, Gundabluey, Elegant
wattle. Pertenece a la familia: Leguminosae. Fueron extraidos tres compuestos (fraccion
35-F035, avicina D y G) de A. victoreae y se evalud la citotoxicidad mostrando una
inhibicién marcada de lineas celulares tumorales de humano y ratén e induccién de
apoptosis (Mujoo, 2001).

Psoralea corylifolia con nombre comun :Babachi, Bemchi, Bawchi, Babachi. De la
familia: Papillionaceae. Se utiliza principalmente la raiz, y las hojas son buenas para la
diarrea. La fruta es diurética e util en el tratamiento de vomitar y bronquitis,
inflamacién, anemia, etc. Mejora crecimiento y la tez del pelo. Las semillas son
laxantes, anti-piréticas, antihelminticas. El aceite de semilla se utiliza externamente en el

tratamiento de la elefantiasis. Su semilla es purgativa, antihelmintica, para curar heridas,
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estimulante, afrodisiaco. Un extracto etandlico de P. corylifolia fue evaluado como
antineoplésico en la linea celular Hep-2 con un LCsy de 22 ug/ml. P. Coryfolia en una
prueba adicional contra células de carcinoma de pulmén (A549) present6 un LCs, de 58
pg /ml (Whelan, 2003).

Asclepias syriaca L. con nombre comun: Algodoncillo. Pertenece a la familia
Asclepiadaceae. Dos compuestos ( polyas I y polyas II ), aislados e identificados de
hojas de A. syriaca fueron caracterizados como agentes citotoxicos y citostaticos contra
células T-8 y Walker 256 (Rotinberg, 2000).

Brassica juncea (L.) Czern. Con nombre comun: moztasa parda. Pertenece a la
familia: Brassicaceae. Se utiliza como condimento. Estudios morfol6gicos e histologicos
de ratas tratadas con B. juncea revelaron que la media de neoplasmas en colon e
intestino fue significativamente bajo (Khan et al., 1996).

Allium chinense Don. Con nombre comun: Rakkyo; Scallion chino; Scallion japonés.
Pertenece a la familia: Liliaceae. La planta entera es astringente, carminativa y
expectorante Se utiliza en el tratamiento de la sensacién y del dolor de la congestion en
el pecho, la angina de pecho, bronquitis, diarrea y tenesmo en casos de la disenteria.
Fueron aisladas saponinas de A. chinense mostraron potente actividad citotoxica contra
células leucémicas murinas (L1210) (Candra, 2002).

Agave americana L. con nombre comun: Pita. Pertenece a la familia: Agavaceae. El
agave se cultiva adn por la fibra textil de sus hojas, llamada pita. El zumo azucarado
extraido de la savia del tallo antes de la floracion se fermenta para producir una bebida
alcohdlica, llamada pulque, que a su vez se destila para obtener el mezcal. Algunas
variedades se utilizan en jardineria. Se aisld una saponina (25R)-3 beta,6 alpha-

dihydroxy-5 alpha-spirostan-12-one 3,6-di-O-beta-D-glucopyranoside de A. americana.
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Esta saponina mostré actividad citotoxica contra la linea celular de leucemia
promielocitica humana HL-60 con una ICs de 4.3 ug/mL (Yokosuka et al., 2000).

Agave fourcroydes . con nombre comun: Henequén. Pertenece a a la familia:
Agavaceae. Es utilizada para el aprovechamiento de la fibra textil de la hoja, usada para
hacer cuerdas, cordones, alfombras, etc. Se aislé una saponina de las hojas de A.
fourcroydes y mostré actividad citotéxica contra células HeLa con una ICsy de
7.5ug/mL (Ohtsuki, 2004).

Tithonia diversifolia es una planta utilizada para combatir diarrea, diabetes dolor
menstrual, malaria entre otros. Del extracto etandlico de esta planta se aislaron
sesquiterpenlactonas (tirotundina, tagetinina) y flavonoides (luteolina, hispidulina) que
mostraron actividad citotéxica contra la linea celular tumoral de leucemia HL-60 con
valores de IC50 entre 0.13-13 uM (Kuroda, 2007).

Hibiscus cannabinus es una planta nativa de Africa, utilizada como forraje y fuente
de fibra para papel. Se han evaluado la citotoxicidad de lignanos aislados de extractos
acetonicos de esta planta, observdandose actividad sobre la linea celular tumoral HelLa
(Mouyjir, 2007).

Polygonatum punctatum es una planta de América, utilizada para curar granos,
salpullido y heridas; también es una planta ornamental. Saponinas esteroidales
(polipunctosidos A-D) fueron aisladas de esta planta y se demostré su actividad
citotéxica contra la linea celular tumoral HeLa (Yang, 2006).

Azadirachta indica (Neem) es originaria de la India. Es utilizada como insecticida.

Se inyectd extracto acuoso de las hojas de esta planta en roedores con carcinoma de

Erlish y B16 melanoma, observandose después de cuatro semanas, una reduccion
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significativa del crecimiento del tumor y un aumento en la sobrevivencia de los roedores
(Baral, 2004).

Glicine soya es originaria de China. Utilizada como alimento. Una isoflavona (2'',6'
'-O-diacetyloninin) fue aislada de la soya y se observé actividad citotéxica contra la
linea celular tumoral humana de carcinoma de estomago (Hs 740.T, Hs 756 T),
adenocarcinoma mamario (Hs 578 T, Hs 742.T), y carcinoma de préstata (DU 145,
LNCaP-FGC) (Hosny, 2002).

Annona muricata es de origen americano. Se utiliza como alimento. Se han aislado
de las hojas de A. muricata, acetogeninas () con actividad citot6xica significativa contra
la linea celular tumoral hepatica Hepg-2 (Chang, 2001).

Larrea tridentata (Creosote Bush) se encuentra en regiones aridas de Estados Unidos
de Norteamérica y México. Se utiliza en catarros, gripe, diarrea e infecciones urinarias.
Se ha observado la disminucién en el crecimiento de la linea celular tumoral MCF-7
cuando han sido tratadas con extractos crudos acuosos de L. tridentata (Van, 2007).

Hediotys difusa es una hierba que se utiliza en medicina tradicional china para
fortalecer el sistema inmunoldgico. Se han aislado antraquinonas (2-hydroxy-3-
methylanthraquinona y 1-methoxy-2-hydroxyanthraquinona) de un extracto acuoso de
esta hierba con gran actividad citotéxica sobre la linea celular tumoral hepética HepG-2

(Shi, 2008).
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5.2.3.2. Plantas téxicas con actividad antineoplasica

Argemone mexicana L. con nombre comun: Amapolilla, chicalote. Pertenece a la
familia Papaveraceae Se utiliza en la medicina popular para disolver nubes de los ojos e
inflamaciones de los ojos y las hojas en infusién como remedio para la tos (Gutiérrez,
1981). En un estudio, para demostrar actividad antineoplésica de A. mexicana se aislaron
las siguientes fracciones de un extracto cloroférmico de la parte aérea de la planta: dos
alcaloides tipo benzofenantridina: N-dimetiloxisanguinarina y pancorina; tres alcaloides
tipo benzilisoquinoleina: (+)-1,2,3,4-tetrahydro-1-(2-hidroximetil-3,4-
dimetoxifenilmetil-6,7-metilenedioxisoquinoleina ((+)-argenaxina), (+)-higenemina y
(+)-reticulina. N-dimetiloxisanguinarina es un nuevo compuesto y (+)-argenaxina ya
habia sido aislada de una fuente natural. Ademds fueron aislados seis compuestos
conocidos no alcaloides. Todos los compuestos fueron caracterizados segin su espectro
y evidencias quimicas. Algunos alcaloides aislados fueron evaluados para su toxicidad
en lineas celulares de carcinoma nasofaringeo humano (HONE-1) y cdncer géstrico
humano (NUGC). Celeritrina mostro actividad significativa contra la linea celular
(NUGC), mientras que Angolina inhibié ambas lineas. (+)-Argenaxina mostré6 moderada

actividad contra (NUGC) (Chang, 2003).

Cannabis sativa L. con nombre comun: Marijuana, mariguana, cafiiamo, bhang,
charas, dagga, ganja, hachis, hemp, kif, ta ma, pertenece a la familia Moraceae. Se
considera venenosa-toxica: Se fuman las hojas y espigas florecidas, secas y molidas; a
menudo se mezclan con tabaco en la elaboracion de cigarros. El efecto principal es la
euforia. Se ha mencionado la existencia desde una leve sensacién de facilitar las

alucinaciones, de exaltacion de sentimientos y alegria interna, hasta depresion y
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ansiedad. Aparte de afectar el sistema nervioso central, la accién de la droga parece ser
secundaria. Esta accion consiste en acelerar el pulso y elevar la presiéon sanguinea,
temblor, vértigos, dificultad en la coordinacién muscular, aumento de la sensibilidad
tactil y dilatacién pupilar (Evans, 1982). Un estudio sobre esta planta analizo el efecto
de aracidonyl ethanolamida (AEA), agente activo de C. sativa, contra lineas celulares
de carcinoma de cervix. Se utilizo fragmentacion de DNA vy actividad de la caspasa-7
como marcadores de apoptosis. Las lineas celulares fueron expuestas a diferentes dosis
de AEA con o sin antagonistas de AEA. La expresion de los receptores fueron
analizados en el cultivo de células y en biopsias de carcinoma de cérvix. Se encontré que
el compuesto canabinoide induce apoptosis inhibiendo la expresiéon del receptor-1
vainilloide (VR1) necesario para la formacién de CB-1 y CB-2 receptores que regulan el
efecto protectivo. Por otro lado, se observo la expresion de tres formas de receptores en
las biopsias de CxCa. Estos resultados sugieren que el blanco especifico VR1 atacado
por canabinoides endégenos o moléculas sintéticas ofrece una atractiva oportunidad para
el desarrollo nuevas drogas anticancerigenas (Contassot, 2004). Los compuestos
canabinoides de C. sativa influyen en el control de la proliferaciéon y apoptosis de

numerosos tipos de células cancerosas (Bifulco et al., 2003).

Convolvulus arvensis L. con nombre Comin correhuela, pertenece a la familia:
Convolvuldceae. La resina tiene una accion laxo-purgante similar a la de la jalapa, pero
mas suave; los alcaloides le confieren una accion hipotensora y vasodilatador coronaria;
los flavonoides, una actividad colagoga. En uso tépico se emplea como cicatrizante y
estimulante de la bilis. Ténico de la digestion. Estrefiimiento ocasional, disquinesia

hepatobiliar, hipertension, insuficiencia coronaria. Se empleé como purgante en
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tratamientos antihelminticos (Bruneton, 1991). Se obtuvo un extracto acuoso de C.
arvensis probandose su actividad sobre fibrosarcoma S-180 de mono y se observo que
cuando las proteinas y los polisacaridos del extracto fueron administrados a 200
mg/kg/dia el tumor fue inhibido en un 70%, asi como también se administro por via
subcutdnea o intraperitonial a una dosis de 50 mg/kg/dia observandose el mismo efecto.
La DLsy fue de 500 mg/kg/dia cuando se administro por inyeccién, resultando en una

dosis no téxica para el animal (Meng, 2002).

Datura stramonium L. con nombres comunes: Chayotillo, frizillo, tapete, tlapa,
toloatzin, tlaquoal, toloache. Pertenece a la familia: Solanaceae. Se ha utilizado en el
Norte de México con fines medicinales y sagrados, ha sido objeto de precauciéon o
temor, por sus efectos toxicos capaces de enloquecer, idiotizar y hasta matar a sus
consumidores ya que se emplea para provocar alucinaciones visuales, pero también tiene
fines medicinales, como anestésico, en especial para aliviar dolores musculares y 6seos
en el reumatismo, para curar heridas, eliminar dolores de parto, desinflamar, reducir
fracturas, corregir dislocaciones, hacer incisiones, drenar el pus, curar padecimientos
uterinos, drenar. Sus propiedades medicinales son ampliamente reconocidas desde
tiempos prehispédnicos y al igual que otras plantas neurotrépicas, formaban parte de un
conjunto genérico en la herbolaria. Son plantas analgésicas y narcéticas por excelencia y
deben su efecto a la presencia en sus hojas y semillas de un numeroso grupo de
alcaloides derivados del tropano: atropina, escopolamina e hiosciamina. Las propiedades
farmacoldgicas de algunos de éstos alcaloides se aprovechan en forma de compuestos
sintéticos que permiten su mejor cuantificacion en los medicamentos que siguen estando

en uso para aliviar el dolor y los ataques asmadticos. El uso reciente de estos productos se
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da en el tratamiento de la excesiva salivacién que padecen los enfermos del mal de
Parkinson.(Martinez, 1990; Lozoya, 1999). En un estudio se encontré6 que una
aglutinina de D. stramonium inhibi6 la proliferacion de cuatro lineas celulares gliales
humanas, sugiriendo los resultados que este compuesto puede ser ttil como una nueva

terapia para el tratamiento de gliomas (Sasaki, 2002).

Karwinskia humboldtiana Zucc. con nombre comun: Tullidora, capulincillo, negrito.
Pertenece a la familia: Rhamnaceae. Las semillas son sumamente toxicas. Al ingerirlas
paralizan los nervios motores. Las personas que llegan a comer, particularmente los
nifios, al poco tiempo presentan un cuadro de pardlisis de los miembros inferiores. Las
mismas semillas se utilizan como anticonvulsivo, pero su uso resulta peligroso. También
se administra a personas con problemas de tétanos. Cuando la dosis que se ingiere es
mayor que la debida la pardlisis se extiende al resto del cuerpo y produce la muerte
(Niembro, 1996). En un estudio in vitro se evalud la toxina T-514 que es una
antraquinona dimerica aislada de K. humboldtiana. Se evaluo el efecto antineopldsico de
este compuesto y los resultados obtenidos fueron comparados con otros agentes
conocidos. Fueron probadas lineas celulares normales y tumorales. Después de 72 horas
de exposicion, las células neoplasicas derivados de tejido pulmonar y hepatico fueron
mads sensibles a la toxina T-514 que las células normales del 6rgano correspondiente. En
hepatoma y adenocarcinoma de colon la LC50 fue <10ug/mL. En adenocarcinoma de
pulmon, células de cancer broncogénico indiferenciado y carcinoma de células pequefias
se observo una LC50 <20ug/mL. Todas las células normales probadas presentaron una

LC50 >113ug/mL. Esta toxicidad selectiva in vitro encontrada en la toxina T-514 fue
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también observada con 5-fluorouracilo y mitomicina en adenocarcinoma de colon y con
epidoxurubicina para células de cancer broncogénicas indiferenciadas (Pineiro, 1994).
Melia azedarach L. con nombre comun: paraiso. Pertenece a la familia: Meliaceae.
Para observar la actividad de esta planta se aislaron diez compuestos limonoides de un
extracto metandlico del fruto de M. azedarach, siete de esos compuestos limonoides (1-
7) fueron nuevos y tres (8-10) ya conocidos. Las estructuras de los nuevos compuestos
fueron elucidadas por analisis de espectrometria de masas (MS) y Resonancia Magnetica
Nuclear (NMR). Los compuestos 4 y 5 exhibieron actividad inhibitoria significativa
contra la linea celular de cancer HelLa S3 (Zhou, 2004).
Nerium oleander L. con nombre comun: Adelfa. Laurel rosa. Pertenece a la familia:
Apocinaceae. Contiene principios activos de propiedades Cardiotonicas y Diuréticas.
Es una planta muy venenosa y totalmente desaconsejada para uso particular con
acciones muy fuertes sobre el corazén en dosis pequeias, por esta razén su uso debe
estar sujeto a control médico.
La intoxicacién por Adelfa es parecida a la intoxicacion digitdlica, entre 4-12 horas
después de la ingesta se producen alteraciones gastrointestinales acompaiiadas de
nduseas y voOmitos, con deposiciones diarreicas sanguinolentas, vértigo, ataxia,
midriasis, excitacion nerviosa seguida de depresion, disnea, convulsiones tetaniformes y
arritmia en aumento, aparece taquicardia, fibrilacién auricular y bloqueo con parada
cardiaca. Conviene en caso de que aparezcan los primeros vomitos administrar fairmacos
analépticos, compuestos que tienen la virtud de restaurar el cuerpo. Controlar el ritmo
cardiaco hasta que se normalice por completo.
En zonas rurales se preparaba como locién para uso externo, como parasiticida contra la

sarna utilizando las hojas frescas de adelfa mezcladas con miel y aplicada de forma
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tépica (Haeba, 2002). El propédsito de un estudio sobre esta planta fue examinar el
mecanismo y el efecto de Anvirzel de un extracto de N. oleander y su derivado
Oleandrin sobre células tumorales de perro, raton y humana. Las células recibieron
diferentes concentraciones de Anvirzel(1-500yg/mL) o Oleandrin (0.01-50ug/mL).La
citotoxicidad de ambos compuestos fue determinada. Ambos compuestos fueron capaces
de inducir muerte celular en células de cancer humanas pero no en murinas. Oleandrin
mostro mayor actividad que anvirzel (Pathak, 2000).

Phoradendron tomentosum RAF. Engelm. Con nombre comun: muérdago peludo.
Las bayas son venenosas, pero los pdjaros se alimentan de ellas. Se demostré actividad
de una toxina de esta planta de la siguiente manera: Se aislaron cuatro proteinas
(foratoxinas C-F) de P. tomentosum y fueron probadas en diferentes muestras de cultivos
celulares tomados de pacientes. La foratoxina-C fue la que presento mayor actividad

sobre los cultivos de carcinoma mamario (Johansson, 2003).

Solanum nigrum L. con nombre comun: Hierba mora, veneno de cuervo,
chichiquelitl, pahalkan, yerbamora. Pertenece a la familia: Solanaceae. Las hojas tiernas,
flor y fruto son comestibles hervidas o en crudo. Las diferentes partes de la planta se
emplean para calmar dolores externos, aplicindose en fomentos, solamente al exterior
como calmante y vulneraria en fomentos. En el tratamiento de granos y abscesos, se
lavan las partes afectadas con su cocimiento y se aplican cataplasmas de esta planta; su
cocimiento también se usa para lavados vaginales. El cocimiento de la hoja se usa para
la calentura, bilis, inflamacién estomacal, susto, urticaria, anemia, chincual, incordios,
fiebre, gripa, bilis. El cocimiento de las ramas aplicado localmente para golpes que dan

calentura. La planta machacada aplicada localmente para coélicos, dolor de cabeza,
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temperatura, anginas, erisipela, heridas. La infusién del tallo para la diarrea. (Sénchez,
1980; Aguilar, 1994). Para demostrar la actividad bioldgica de esta planta se realizo un
estudio donde se preparo un extracto etandlico del fruto de S. nigrum y se investigo el
mecanismo involucrado en el efecto inhibitorio sobre la linea celular de carcinoma
mamario MCF-7. La capacidad proliferativa de las células MCF-7 fue inhibida en
presencia del extracto utilizando el ensayo con tritium y confirmado con el de MTT y
azul tripan. El extracto regula la proliferacién celular por apoptosis demostrado por la
apariencia del DNA como: incremento en la fragmentacién del DNA y baja intensidad

en la fluorecsencia del nicleo después de teiiir las células con ioduro de propidio (Son,

2003).

Tribulus terrestris L. con nombre Comun: abrojos, abrepies, mormaga.
De la familia: Zygophyllacea. Se ha observado dafo al sistema nervioso central de
ardillas (Bourke, 1992). Se realizo una investigacion basada en los efectos de
inhibicién y apoptosis que inducen las saponinas aisladas de Tribulus terrestris sobre la
linea celular de cancer de higado BEL-7402. Para evaluar los efectos de las saponinas
sobre la linea celular de cdncer se utilizaron las siguientes técnicas: MTT, SRB,
colorante de Wright, colorante naranja de acridina, citometria de flujo y microscopia de
inmunofluorescencia. Las saponinas mostraron una potente actividad sobre las células
BEL-7402. Las células exhibieron una morfologia tipica de apoptosis en el ciclo sug-Gl1.
La expresion de Bcl-2 disminuyo en las células tratadas con respecto a las no tratadas
(Sun, 2004).

Datura stramonium L. con nombre comin estramonio, borrachero, burladora, hierba

hedionda o higuera del infierno. De la familia: solandceas. El aprovechamiento es
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doméstico. A pesar de esto su aprovechamiento ha sido prohibido en México por la
Secretaria de Salud y en otros paises, debido a sus efectos toxicos (Diario Oficial de la
Salud, 1999). Una lectina aislada de D. stramonium inhibié la diferenciacion de la linea

celular C6 (Sasaki, 2002).

Baileya multiradiata Harv. Con nombre comun: Maravilla del desierto. Pertenece a la
familia: Asteraceae. Se ha observado toxicidad en el ganado. Sesquiterpenos aislados de
B. multiradiata inhibieron significativamente el crecimiento de células de leucemia
linfocitica murina (P388) (Pettit, 1978).

Magnolia officinalis es una planta de América y es utilizada como expectorante. Se
aislaron neolignanos (piperitylmagnolol, magnolol, y honokiol) de un extracto
metanodlico de esta planta y se evalud la toxicidad, encontrandose actividad contra las
lineas celulares tumorales OVCAR-3 (adenocarcinoma de ovario), HepG2 (carcinoma
hepatocelular), y HeLa (carcinoma de cervix). El ICsy estuvo en el rango de 3.3-13.3
pg/mL (Syu, 2004).

Karwinskia parvifolia es una planta toxica que ocasiona sintomas similares a la de la
poliomielitis. Se aislaron antracenonas (Peroxisomicinas Al y A2) de K. parvifolia y se
realizé un estudio de citotoxicidad en una linea celular tumoral hepatica, encontrandose
una actividad citotéxica significativa (Galindo, 2001).

Uncaria rhynchophylla nativa de China. Tiene usos medicinales anticancerigenos.

Se ha reportado que un extracto metandlico de esta planta presenté actividad

citotoxica contra la linea celular tumoral de colon (Jo, 2008).

25



5.3. Descripcion de Plantas Téxicas Evaluadas en este Trabajo

Nombre cientifico: Acacia gregii A. Gray
Familia: Leguminosae

Nombres comunes: Gatufio

Palo Chino (Baja California) y

Uia de Gato (Sonora y Nuevo Ledn).

Figura 3. A. gregii
Distribucién:

Nuevo Le6én, Sonora, Baja California, Coahuila, Chihuahua y Tamaulipas.

Caracteristicas botdnicas:
Arbol o arbusto de 8-9 m de alto y 30 cm de didmetro; hojas bipinadas con tres

pares de pinas; flores amarillentas en espiga; fruto en vaina aplanada (Fig.3).

Usos:
Algunos grupos indigenas del Norte de México usan las semillas de esta planta como

alimento y la goma que exuda el tronco, como pegamento.

Toxicidad:

En el otofio A. gregii causa envenenamiento del ganado que ingiere las hojas de
esta planta, en las que se encuentra concentrado el principio toxico. En los animales
intoxicados los sintomas se presentan muy ripidamente; se ha observado midriasis,

polipnea, convulsiones y muerte como resultado de la accion del veneno en los centros
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respiratorios. Inicialmente las mucosas muestran un tono rojo brillante debido a que la
sangre no ha cedido su oxigeno; en la etapa anterior a la muerte se tornan cianéticas,
tiene lugar un periodo de excitacién breve con salivaciéon abundante y lagrimeo, al que
sigue paro respiratorio. El envenenamiento con esta planta tiene una sintomatologia
semejante a la intoxicacién con acido cianhidrico se ha observado que para que se
presente el envenenamiento es necesario que el animal haya consumido rdpidamente
grandes cantidades de las hojas. En el humano no se recomienda su consumo en

infusiones (Gonzalez, 1999).
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Nombre cientifico: Acacia berlandieri Benth.
Familia: Leguminosae

Nombre comun: Espino y guajillo.

Distribucién:

Nuevo Leén, Durango, Chihuahua, Coahuila, Sinaloa y Tamaulipas.

Caracteristicas botanicas:
Arbusto de 1 a 4 m de altura, presenta espinas y pubescencia; hojas compuestas con
foliolos lineares oblongos; flores en cabezuelas, blancas y con aroma dulce; el fruto es

una vaina pubescente (Fig. 4).

Usos:

La madera de esta planta se usa como combustible.

Toxicidad:

El principio toxico de esta planta es N-metil-B-feniletilamina, compuesto
relacionado a la amigdalina y glicosidos cianogenicos de las rosaceas. Este compuesto es
el responsable del envenenamiento que se observa en el ganado (cabras y ovejas) cuando
ingiere hojas y frutos de esta planta en cantidades apreciables. Generalmente el proceso
de intoxicacion puede llevar varias semanas, e incluso meses, y se manifiesta con ataxia
de las patas traseras y ocasionalmente de las delanteras; algunas veces el animal muere.

Se ha observado que las lesiones no son muy significativas. Cuando los animales se
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intoxican el sintoma mas apreciable que sigue a la ataxia es la postracion. Los efectos
téxicos siguen un efecto similar al de la efedrina, oxidando aminas simpaticomiméticas.
La midriasis que se ha observado en algunos animales intoxicados es resultado también

de la accidn de esta amina toxica (Pemberton, 1993).
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Nombre cientifico: Agave lechuguilla Torr.
Familia: Agavaceae

Nombres comunes: Lechuguilla (Norte del Edo.

de México), Maguey del cerro y pita (Tamaulipas),

Tzeth y Tzuta (Hidalgo).

Figura 5. A. lechuguilla
Distribucién:
Crece en forma silvestre en zonas dridas, y semidridas desde el sur de Texas y
Nuevo México en los Estados Unidos de Norteamérica, hasta los centrales estados de

Querétaro Hidalgo y Guanajuato en México (Silva, 2003).

Caracteristicas botanicas:
Planta de 60 a 70 cm de altura, hojas dispuestas en roseta, falcadamente
ascendentes, verdes o azuladas, de 40 a 60 cm de largo por 3 cm de ancho, provistas de

una espiga terminal obscura; escapo de 2 a 2.5 cm y espiga de flores amarillas (Fig. 5).

Usos:

Son utilizados como proteccidn de cultivos, formando cercas vivas. Las fibras de las
hojas son utilizadas a nivel industrial, mezcldndose con resina poliéster, para formar el
ixtle reforzado, adquiriendo propiedades muy semejantes a la fibra de vidrio, y resistente
a las temperaturas; obteniéndose materiales de construccién aislantes para graneros,
silos, a un costo relativamente mds barato y productos usados para la obtencién de
jarceria, sacos, cesteria y cordeleria. Tiene propiedades saponificantes por ello se utiliza

30



como jabén. La pulpa contiene compuestos bioactivos de interés, entre los que se
destacan las saponinas que presentan diversas propiedades farmacoldgicas (Leonard y
Shing, 2003).

Toxicidad:

Los sintomas mas evidentes de intoxicacién por A. lechuguilla son el resultado de la
accion de dos agentes, uno de ellos fotosensibilizador de la piel y el otro con efecto
sobre le higado y los rifiones. Las especies animales afectadas mas frecuentemente son
las cabras y las ovejas y en menor medida el ganado vacuno. En el caso del hombre las
intoxicaciones mas frecuentes son por contacto con el vegetal aunque no se ha
dilucidado con precisién este mecanismo de accidn, ya que la fotosensibilidad puede o
no aparecer cuando se presenta la intoxicacién. A través de los estudios experimentales
que llevaron al aislamiento de la hepatonefrotoxina se sabe que el compuesto
fotosensibilizador y la saponina téxica actian independientemente. En trabajos
experimentales se ha confirmado que la saponina tdxica presente en esta planta es
soluble en agua, y no se inactiva al ser sometida a temperaturas elevadas. Al principio,
los animales que han ingerido la planta muestran perdida de apetito, indiferencia,
debilidad progresiva, edema en la cabeza y orejas y una secrecién amarillenta en los ojos
y las pezuias. Las principales lesiones que acompaian a la intoxicacién, son la hepatitis
y la nefritis, que se desarrollan lentamente hasta la instalacion de un estado de coma de

corta duracion que precede a la muerte (Gonzélez, 1989).
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Nombre cientifico: Brassica nigra (L.) Koch.
Familia: Cruciferae

Nombres comunes:

Mostaza (Sonora),

Mostaza negra,

Xaa-guifia-castilla (Oaxaca).
Figura 6. B. nigra
Distribucioén:

En casi todo el pais.

Caracteristicas botanicas:
Planta herbacea de origen europeo, anual, ramosa, de hojas alternas, hispidas; las
hojas inferiores con I6bulos terminales dentados y grandes, largamente pecioladas; flores

pequeias, amarillas, en racimos; las semillas son pequeiias; frutos en silicua (Fig. 6).

Usos:
En Europa suele utilizarse en la preparacion de medicamentos de uso externo y de
accion descongestiva, particularmente de las vias respiratorias. Suele utilizarse también

como antirreumatico.

Toxicidad:

Las semillas al contacto con el agua dejan escapar un aceite esencial que irrita
fuertemente las gldndulas lagrimales. Se han detectado en el aceite proteinas y un
glucésido: la sinigrina, causante de la irritacion de la piel y las mucosas. Los sintomas
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mads frecuentes por ingestion de las semillas consiste en diarreas hemorréagicas intensas,
gastroenteritis aguda, enteritis crénica y célico, pueden presentarse alteraciones en el
sistema cardiovascular y en el renal su consumo puede ocasionar aborto. En humanos se

ha observado alergias a la mostaza negra (Figueroa, 2005).
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5.4. Técnicas para evaluar toxicidad de extractos vegetales

Al descubrir un compuesto natural con alguna actividad bioldgica (antitumoral,
antihelmintico, antioxidante, etc.) es conveniente determinar si presenta o no actividad
téxica. El Dr. McLaughlin desarrollé6 un método barato, rapido, facil de realizar, para
busqueda y fraccionamiento de extractos de plantas fisiolégicamente activos utilizé un
bioensayo en el que utiliza un pequefio crusticeo, para la deteccién y aislamiento de
productos naturales bioactivos, conocido como “letalidad de las larvas de Artemia
salina. Aquellos extractos que exhiben actividad a una concentraciéon <1000 ppm
presentan actividad citotoxica y es posible que también alguna otra actividad como
antitumorales, pues aunque el ensayo no es especifico se considera predictivo y en forma
general se utiliza como un preliminar de estudios para obtenciéon de compuestos
antitumorales (McLaughlin et al., 1988). La técnica de letalidad de A. salina es una
técnica conveniente para monitorear compuestos naturales con actividad biolégica
(Meyer et al., 1982) y la toxicidad de compuestos en este crusticeo ha tenido buena
correlacion con la actividad antitumoral en lineas celulares (Almeida, 2000). Después
del estudio preliminar los extractos bioactivos son evaluados con diferentes métodos,
entre ellos estd la técnica de WST-1 que mide proliferacién o viabilidad celular es un
ensayo colorimétrico basado en la reduccién de las sal de tetrazolio a formazan,
observdndose un cambio de color que puede ser medido en un lector de ELISA. Pueden
ser usados para medir la proliferacion o viabilidad celular en respuesta a factores de
crecimiento, citocinas, mitogenos y nutrientes (Freshney, 2000; Roche, 2002; Buff,

2005).

34



5.5. Organismos nacionales y mundiales que reconocen y promueven los

fitofarmacos

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoci6 la importancia de este recurso
terapéutico y gener6 un programa de reconocimiento y promocién de la medicina
herbolaria y en 1990 promovié una serie de recomendaciones para la regularizacién de los
medicamentos herbolarios.

La Secretaria de Salud en México (SS) reconoce que muchas de las plantas
medicinales ampliamente conocidas por la poblacién, estdn siendo utilizadas como
fitofarmacos y que esta practica cada dia tiene mayor relevancia, por lo que ha construido
el marco para la regulacion de estos productos, para lo cual ha formado diversos
instrumentos como la propuesta del nuevo reglamento de la ley general de salud en
materia de control sanitario de actividades, establecimientos, productos y servicios en el
cual se precisa la manera en que estos productos son tratados. EIl nuevo reglamento
reconoce tres tipos de medicamentos: quimico farmacéutico, medicamento herbolario
que es paraddjicamente un nuevo concepto, es el producto elaborado con material vegetal
o algin derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o subterrdnea de
alguna planta o extractos o tinturas; asi como: jugos, resinas, aceites grasos y esenciales
presentados en forma farmacéutica. Su uso terapéutico estd basado en el conocimiento
tradicional o popular y su efectividad y seguridad estdn establecidas tanto en la literatura
nacional como internacional (SSA, 2001).

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) fue la primera institucién del Sector
Salud en incorporar un cuerpo de investigadores para atender el estudio de la medicina

tradicional mexicana y especialmente la herbolaria mexicana desde un punto de vista
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cientifico. A través de un amplio trabajo etnobotdnico y un intenso programa de rastreo
farmacoldgico ha sido posible la seleccion de plantas medicinales con un gran potencial
terapéutico. Especies vegetales que crecen en forma espontdnea en nuestro pais y que,
por su uso médico tradicional, sus componentes quimicos, sus efectos farmacol6gicos, la
estabilidad de sus productos y su comportamiento clinico, se perfilan como nuevos
medicamentos herbolarios (Aguilar, 1982).

El uso de plantas medicinales lejos de verse desplazado ha cobrado fuerza, es
previsible un gran aumento de la demanda del medicamento herbolario. Se observa un
creciente interés de los paises desarrollados en los medicamentos de origen vegetal, se
cuenta con un vasto y eficiente trabajo etnobotanico, la experiencia acumulada crea una
atmosfera propicia para promover el cultivo, industrializacién, comercializacién y

exportacion de plantas medicinales en forma de medicamentos herbolarios.
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6. METODOS

6.1. Material Bioldgico

A. berlandieri (parte aérea)

A. gregii (parte aérea)

A. lechuguilla (hojas)

B. nigra (parte aérea)

Huevecillos de A. salina

Linea celular MCF-7 (adenocarcinoma de glandula mamaria)
Linea celular HeLLa (carcinoma de cérvix)

Linea celular Vero (rifion de mono verde africano)
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6.2.

Estrategia de trabajo desarrollada

Planta

'

Secado

!

Triturado

I

Extraccion
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Extracto

v

Ensayo de

salina

v
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v

Aislamiento del
compuesto

Técnica de
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;
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compuesto
aislado por
'HRMN y

“CRMN

Figura 7. Metodologia realizada a partir de la colecta hasta la evaluacion
de la actividad antineoplésica de las plantas toxicas seleccionadas.
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6.2.1. Colecta de plantas

Se colecto6 la parte aérea de cuatro especies de plantas en el Estado de Nuevo Ledn:
A. berlandieri en el Municipio de Guadalupe; A. gregii, B. nigra y A. lechuguilla en
Monterrey. Se identificaron en el Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

6.2.2. Obtencion de los extractos

Las hojas se dejaron secar a temperatura ambiente durante 8 dias y posteriormente en
estufa a < 40° C durante 48 h. Una vez secas se cortaron en piezas de aproximadamente
lem®. La extraccién se realizé en un agitador Dual Actino Shaker Lab-Line a
temperatura ambiente. Se utilizaron 30 g de la muestra seca, en un matraz de 500 mL
con 250 ml del solvente, y se colocaron en el Shaker durante 7 dias. La extraccion se
realizo con tres solventes de menor a mayor polaridad: hexano, acetona y metanol para
todas las especies de plantas y ademads etanol solamente para A. lechuguilla. Después de
la agitacion se filtr6 en papel Whatman #1, evaporandose el solvente a temperatura
ambiente y en estufa a < 40°C. Se peso el extracto obtenido para calcular el rendimiento,

guardandose en refrigeracion.
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6.3. Determinacion de la actividad toxica de los extractos con el ensayo BSLA

6.3.1. Eclosion de huevecillos de A. salina

Se preparé 100 mL del medio (agua de mar) para A. salina con 40 g de una mezcla
de sal comercial (Instant Ocean, Aquarium Systems) y 6 mg/LL de suplemento
alimenticio de levadura de cerveza (Mead Johnson). Y se coloco en un recipiente de
incubacion dividido en dos compartimentos (manteniendo siempre el volumen). Se
utilizé una bomba de aire y lampara d 60 Watts. Se colocaron 100 mg de huevecillos de
A. salina (PETMART, Brine Shrimp eggs, San Francisco Bay Brand. Inc,) en uno de los
compartimentos cubierto de la luz y el otro se dejo expuesto a la luz , se incubé por 24 h
entre 22 y 29 °C; posteriormente se aspiraron los nauplios del lado iluminado del
recipiente de incubacion y se pasaron a otro recipiente de cultivo con medio nuevo. Se
incubo 24 h mas a la misma temperatura en presencia de luz. Antes de realizar el

bioensayo se cambio el medio y se ajusto el nimero de nauplios de 5-12/100 pL.

6.3.2. Ensayo de Letalidad de A. salina

Se utiliz6 una microplaca de 96 pozos y se adicionaron 100 pL del medio con
nauplios (5-12) en cada pozo. Se agregé 100 puL de cada una de las diluciones del
extracto a evaluar (10, 100 y 1000 pg/mL) por triplicado. Se utilizé un control positivo
con K,;Cr,0O7 (400 ppm) y la dilucién del solvente utilizado con las muestras (DMSO,
DMFM). Se cubrié la microplaca y se incubd a temperatura ambiente en presencia de
luz por 24 h. Después de la incubaciéon se contaron los nauplios muertos en un
microscopio estereoscopico (8-10X). Se adicionaron 100 pL de etanol 70% por 30 min

para ocasionar la muerte de la totalidad de los nauplios y determinar el nlimero total por
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pozo. Se determind el porcentaje de mortalidad y se calculo la DLsy por medio de
regresion lineal. Los extractos que presentaron una DLsy < 100 pg/mL se consideraron

candidatos para ser evaluados por la técnica de citotoxicidad WST-1.
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6.4. Evaluacion de la actividad citotoxica por medio de la técnica WST-1
Los extractos se probaron en las lineas celulares tumorales ya mencionadas para ver

el efecto antineopldsico.

6.4.1. Descongelacion de lineas celulares

Se descongelaron las celulas transfiriendo todo el contenido de células a un tubo
conico con SmL de medio de cultivo. Se centrifugé a 1000 rpm, a una temperatura de
25°C por 5 min. Se retir6 el sobrenadante y se adicionaron 2mL de medio,
homogenizando suavemente de donde se tomaron 1 mL para cada una de las botellas de
cultivo previamente preparadas con el medio adecuado. Se incubaron las células a una

temperatura de 37°C en un atmésfera himeday CO; al 5 %.

6.4.2. Mantenimiento de las lineas celulares

Los cultivos se mantuvieron en frascos de 25 cmz, para la linea celular Hela se utilizo
medio de cultivo MEM, para la linea celular MCF-7, medio RPMI suplementado con 10
% 'y para la linea celular Vero medio M199 con 4% de suero fetal bovino, ademds a
todos los medios se les adiciondé una mezcla de antibidticos: penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina 100 mg/ml; se incubaron a 37 °C en atmdsfera himeda y CO; al 5 %.

Los cultivos se resembraron aproximadamente cada semana.

6.4.3. Resiembra de células
Las células se resembraron cuando la monocapa se observé al 85-95% de
confluencia. En condiciones asépticas y con utilizacioén de vacio, se elimino el medio de

la botella de cultivo. Se lavo el cultivo suavemente, dos veces con buffer de fosfatos
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salino (PBS) y se agregd tripsina al 0.25 incubando aproximadamente 10 min a las
condiciones antes mencionadas, esperando a que se despegaran las células. Se neutralizo
con medio, homogenizando suavemente. Se pasaron 0.5 mL a botellas con 4.5 mL de

medio..

6.4.4. Determinacion de proliferacion celular con WST-1

Los cultivos se lavaron 2 veces con PBS. Para despegar las monocapas celulares se
utilizo una solucién de tripsina al 0.25 %. Después la suspension de células se transfirié
a tubos conicos graduados con tapén de rosca se centrifugaron a 1000 rpm a una
temperatura de 25°C por 5 min. Se eliminé el sobrenadante hasta dejar 2mL Se contaron
las células en un hemocitémetro utilizando un microscopio invertido (Iroscope/Mod. S1-
PH). Se observé la viabilidad con azul tripan. Se sembraron 3x10° cel/100 pL por cada
pozo en una microplaca grado cultivo celular, de 96 pozos, fondo plano y se incubaron a
36 °C, en atmésfera hiimeda con CO, al 5% por 24 h. Se adicionaron 100 pL de cada
una de las diferentes diluciones de extractos ( 50, 100, 150 pg/mL) y saponinas (1, 10,
100 ug/mL) y se incubaron por 48h a las mismas condiciones. Se colocé el reactivo
WST-1. Se utiliz6 taxol 1uM como control positivo para células tumorales y triton 0.5
N para células normales. Se incub6 por 1 h y se ley6 la absorbancia en un lector para
microplaca (Sigma Diagnostics). Los valores de ICsy se obtuvieron por andlisis de

regresion lineal.
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6.5. Identificacion de grupos funcionales en extractos con mayor actividad sobre

A. salina

6.5.1. Reacciones quimicas

Para la identificacion de compuestos se utilizaron las siguientes pruebas coloridas:
para sesquiterpenlactonas prueba de Baljet, para esteroles y triterpenos prueba de
Lieberman — Buchard, para saponinas la prueba antes mencionada y la de hemolisis,
para alcaloides prueba de Dragendorff y para cumarinas prueba del hidréxido de sodio

(Apéndice A).

6.5.2. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Se realizo cromatografia en capa delgada de los diferentes extractos. Para la
determinacion de saponinas se utilizé el siguiente sistema de solventes: cloroformo-
metanol-agua (65:50:10), y como agente cromogenico: Sangre/PBS. Para la
determinacién de cumarinas se utilizé : tolueno-éter etilico 1:1/saturado con acido
acético 10% y como agente cromogénico: luz U.V. 365nm (azul,verde). Para alcaloides
el sistema de solventes fue cloroformo-metanol 9:1 y como agente cromogénico:
reactivo de Dragendorff (anaranjado, marrén). Para sesquiterpenlactonas el sistema de
solventes: cloroformo-metanol 9:1. Para esteroles el sistema de solventes utilizado fue
benceno-cloroformo 9:1. Se utiliz6 como agente cromogénico vapores de yodo para

sesquiterpenlactonas y esteroles.
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6.6. Obtencion de saponinas crudas

Para obtener las saponinas el extracto etandlico de A. lechuguilla se efectué en un
equipo Soxhlet con extraccién continua, a partir de 50 g de la planta y 150 mL de
alcohol etilico 80%. Se realizé por 4 veces y se evaporaron en estufa a una temperatura
menor de 40 °C. Se obtuvieron 2 g de extracto etandlico y se colocaron en 10 tubos
conico de 15 mL. Se adicionaron 5 mL de etanol 50% y se agit6 en vortex (VX-
2500/multitube Vortexer). Se adicion6 SmL de benceno y se agité en vortex por 15
minutos. Se centrifugé a 3000 rpm durante 15 min. Se obtuvieron las saponinas de la
interfase formada, separdndose con una pipeta Pasteur. Se colocaron en un vial de peso

conocido en una estufa a < 40 °C. Se calcul6 el rendimiento de la saponina cruda.

6.6.1. Obtencion e identificacion de saponinas cristalizadas

Se colocaron en un matraz bola de 50 mL, 0.60 g de la saponina cruda obtenida, con
25 mL de alcohol etilico 50% y 3 mL de una solucién de hidréxido de potasio (KOH)
con metanol 1M. Se reflujé por 2 h, se dializé para eliminar sales y se pasé a un vial de

peso conocido y se evapord. Se calcul6 el rendimiento de la saponina cristalizada.

6.6.2. Identificacion de saponinas cristalizadas
Se identifico la saponina por espectroscopia de Resonancia Magnético Nuclear de
protones y carbono 13 (Apéndice B), utilizando el espectrofotometro Brucker-Avance

DPX 400 MHz.

45



7. RESULTADOS
7.1. Obtencion del extracto
Se obtuvieron 13 extractos a partir de cuatro plantas toxicas (A. berlandieri, A. gregii,
B. nigra y A. lechuguilla) como se observa en la Tabla II. Los extractos de mayor
rendimiento fueron etandlico y aceténico de A. lechuguilla (12y 7.6 %).

Tabla I

Rendimiento de los trece extractos obtenidos de plantas toxicas.

Planta Parte de la planta Tipo de extracto Rendimiento (%)

A. berlandieri Tallos y hojas metandlico 2.1

A. berlandieri Tallos y hojas aceténico 3.1

A. berlandieri Tallos y hojas hexanico 2.3

A. gregii Tallos y hojas metandlico 5.5

A. gregii Tallos y hojas aceténico 83

A. gregii Tallos y hojas hexanico 1.6

B. nigra Tallos, hojas, frutos y metanolico 1.5
semillas

B. nigra Tallos, hojas, frutos y acetonico 2.0
semillas

B. nigra Tallos, hojas, frutos y hexdnico 2.0
semillas

A. lechuguilla Hojas metandlico 2.2

A. lechuguilla Hojas acetonico 12

A. lechuguilla Hojas hexanico 1.2

A. lechuguilla Hojas etandlico 7.6
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7.2. Determinacion de la actividad téxica sobre A. salina
De los trece extractos probados, cuatro fueron los que presentaron una actividad
< 100 pg/mL: etandlico, hexdnico y aceténico de A. lechuguilla y hexdnico e A.

berlandieri con una DLsy de 46.3, 53.5, 56.3 y 86.3 ug/mL respectivamente (Tabla III).

7.3. Identificacion de grupos funcionales en extractos con mayor actividad sobre

A. salina

7.3.1. Reacciones quimicas

Los resultados de las reacciones quimicas sugieren la presencia de los siguientes
tipos de compuestos en los extractos que presentaron mayor actividad sobre A. salina:
sesquiterpenlactonas (SESQ), saponinas (SAP), alcaloides (ALC), esteroles (EST) y
cumarinas (CUM) (Tabla IV). Se seleccionaron las saponinas como compuestos con
posible actividad contra células tumorales por estar registradas en la literatura como
potentes antineopldsicos en otras especies de plantas, por lo que también se eligieron los
extractos acetonico y etandlico que son los que registraron mayor concentracién de

saponinas.
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Tabla 11

Toxicidad de 13 extractos de 4 plantas toxicas sobre A. salina

Planta Tipo de extracto LDsy(ug/mL)

A. berlandieri metandlico >500
acetonico >500

hexdnico 86.3

A. gregii metandlico >500
acetonico >500

hexdnico 120

B. nigra metandlico >500
acetonico >200
hexénico 131.6

A. lechuguilla metandlico >500
aceténico 56.3

hexanico 53.5

etandlico 46.3

Tabla III

Grupos funcionales identificados en extractos mas

activos sobre A. salina

Extracto
A. berlandieri HEX - - - + _
A. lechuguilla HEX - + - + +
A. lechuguilla AC + ++ ++ + +

A. lechuguilla ET + ++ + ++ + ++




7.3.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA (CCD)
7.3.2.1. Saponinas
Se observaron zonas marcadas de hemdlisis en los extractos etandlico y acetdnico de
A. lechuguilla, con Rf de 0.8529 para ambos. El extracto hexdnico no mostré zona de

hemdlisis como se muestra en la Figura No.8.

Rf0.5

Figura No. 8.-Bandas observadas en una CCD para saponinas de
extractos de A. lechuguilla: hexanico(1),aceténico (2) y etandlico (3).
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7.3.2.2. Cumarinas

En la determinacién de cumarinas, al ser observada la placa cromatografica a la luz
U.V. a 365nm, los extractos hexdnico, aceténico y etandlico muestran 4 (Rf: 0.2764,
0.4882, 0.5647 y 0.7294), 2 (0.2647 y 0.3352) y 3 (0.3705, 0.4941 y 0.5705) bandas

bien definidas de color azul, respectivamente, como se muestra en la Figura No 9.

Figura No.9. Bandas observadas en una CCD para cumarinas de extracto
de A. lechuguilla: hexanico (1),aceténico (2) y etandlico (3).
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7.3.2.3. Alcaloides
En la CCD para alcaloides tanto el extracto aceténico y etandlico mostraron 5 bandas
de color anaranjado marrén con los siguientes Rf: 1 (0.3235, 0.4411, 0.9818, 0.7529 y

0.8647) y 2 (0.9818, 0.7529, 0.8294, 0.8647 y 0.8882) (Figura No. 10).

Figura No.10. Bandas observadas en una CCD para alcaloides
de extractos de A. lechuguilla: aceténico (1) y etandlico (2).
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7.3.2.4. Sesquiterpenlactonas
En los extractos acetonico y etandlico se observaron 13 (Rf: 0.0294, 0.0529, 0.0764,
0.1470, 0.3117, 0.3352, 0.3647, 0.6235,0.6764, 0.8058, 0.8529, 0.9058 y 0.9411) y 10
(Rf: 0.0294, 0.0529, 0.1470, 0.3117, 0.4823, 0.6764, 0.8058, 0.8529, 0.9058 y 0.9705)

bandas en la CCD realizada (Figura 11).

Rf 0.5

Figura 11. Bandas observadas en una CCD para sesquiterpenlactonas
de extractos de A. lechuguilla: aceténico (1) y etandlico (2).
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7.3.2.5. Esteroles

Para esteroles observamos 10 (Rf: 0.0647, 0.1142, 0.1294, 0.1529, 0.2470, 0.5882,
0.8411, 0.9068 y 0.9294) y 6 (Rf: 0.1058, 0.1411, 0.2647, 0.6470, 0.7000 y 0.9176)
bandas para el extracto hexédnico de A. lechuguilla y A. berlandieri respectivamente ;asi
como 5 (Rf: 0.0647, 0.1142, 0.6470, 0.9068 y 0.9294) y 7 (Rf: 0.0647, 0.1000, 0.1117,
0.1294, 0.6470, 0.7647 y 0.9176) bandas para el extracto acetonico y etandlico de A.

lechuguilla (Figura 12).

Rf0.5

Figura 12. Bandas observadas en una CCD para esteroles
de extractos de A. lechuguilla: hexanico (1), aceténico (2),
etandlico (3) y hexdnico(4) de A. berlandieri.
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7.4. Obtencion de saponinas

El rendimiento total de saponinas fue de 2.2 % a partir de 50 g de hojas de A.
lechuguilla con extraccion etandlica obtenido por Soxhlet. A partir de la saponina cruda,
se obtuvo 1% de saponina cristalizada por saponificacién (Tabla V). A las saponinas

obtenidas se les realiz6 una CCD para confirmar su presencia (Fig. 13).

Tabla IV

Rendimiento de saponinas obtenidas de hojas de A. lechuguilla

Compuesto Peso Rendimiento
Saponina cruda 1163mg 2.2%
Saponina cristalizada 500mg 1%
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7.4.1. Confirmacion de presencia de saponinas

7.4.1.1. Prueba de hemdlisis por CCD
Se observé una banda y drea de hemodlisis muy clara para saponina cruda y

cristalizada, confirmdndose su presencia. Rf=0.8529 (Fig. 13).

Rf=0.5

Figura 13. Bandas observadas en una CCD para saponinas de
A. lechuguilla. Saponina cruda (1) y saponina cristalizada (2).
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7.4.1.2. Espectroscopia de 'HRMN y BCRMN

En los espectros, encontramos los desplazamientos quimicos caracteristicos de una
saponina esteroidal, (Tabla VI).

Tabla V

Carbonos "HRMN BCRMN
Grupos metilo
C-27 0.79 16.4
C-19 0.85 19.9
Sistema Spiroacetal
C-26 3.51° 74.1"
C-23 1.77 36.8°
C-22 114.7°
C-16 4.62° 81.2°
Fusién cis de anillos A/B
C-19 0.85 23.6'
C-9 1.19 39.8"
C-5 2.25 36.28

"HRMN, *CRMN (§ en ppm) de la saponina aislada

De acuerdo a los espectros de 'H RMN (Apéndice B) encontramos sefiales del sistema spiroacetal en
%5 4.62 (C-16) y *53.51 (C-26), mismas que ya se han reportado para este tipo de estructura
(Dominguez,1973), ademds las seiales de *CRMN: 5 81.2 (C-16), %6114.7 (C-22), °636.8 (C- 23) y
'§74.1 (C-26), las cuales concuerdan con otras.
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7.5. Actividad antineoplasica de extractos seleccionados y saponinas

7.5.1. Citotoxicidad del extracto aceténico y etanélico de A. lechuguilla sobre las

lineas celulares tumorales HeLLa y MCF-7

El extracto etandlico como se muestra en la Tabla VII, fue el extracto que presento
mayor toxicidad en la linea celular tumoral HelLa con respecto al extracto aceténico
(ICsp 89 y 142 pg/mL); ademds la toxicidad del extracto etandlico en la linea celular
tumoral Hela fue mayor que en la linea celular normal Vero (ICsy 126 pg/ mL). El
extracto aceténico de A. lechuguilla mostr6 mayor toxicidad sobre la linea la linea
celular Vero con respecto a las lineas celulares tumorales HeLLa ( ICsp 135 ug/mLy 142
pg/mL). En la linea celular tumoral MCF-7 ambos extractos presentaron una
citotoxicidad no relevante (ICsyp >150 pg/mL). Los valores de ICsy se obtuvieron por
regresion lineal Fig. (Fig. 14 y 15). El indice de selectividad ( IS) de los extractos
etandlico y aceténico de A. lechuguilla sobre las células HelLa comparados con la linea
normal Vero fue de 1.4 y 0.95, por lo que el extracto etandlico es mds citotoxico para
las células tumorales que para las células normales de los extractos analizados

Tabla VI

Citotoxicidad de extractos y saponinas de A. lechuguilla
sobre células tumorales

A. lechuguilla ICso(ug/mL) | ICso(ug/mL) ICs0(ug/mL)
Vero MCF-7 HeLa
Extracto aceténico 135 >150 142
Extracto etanélico 126 >150 89
Saponina cruda 71.6 >150 95
Saponina cristalizada 172.2 >150 78
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1200 - —— Lineal (MCF-7) IC5o = >150 pg/mL
—— Lineal (Vero) 1G5 = 135 pug/mL
——Lineal (Hela) 1G5 = 142 ug/mL

200 -

0.0

160

Figura 14. Citotoxicidad del extracto acetonico de A. lechuguilla sobre las
lineas celulares tumorales HeLLa y MCF-7.

Figura 15. Citotoxicidad del extracto etandlico de A. lechuguilla sobre las
lineas celulares tumorales HeLLa y MCF-7.
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7.5.3. Citotoxicidad de saponinas de A. lechuguilla sobre lineas celulares

tumorales HelLLa y MCF-7

Las saponinas crudas de A. lechuguilla mostraron mayor toxicidad sobre linea
celular HeLLa con una ICsy de 89 pug/mL con respecto a la linea celular MCF-7 que
observaron una ICsp > 150 pug/mL. En la linea celular Vero, las saponinas crudas
mostraron mayor toxicidad (ICsyp 71.6 ug/mL) que en las lineas celulares tumorales.
(Fig. 16 y 17). Las saponinas cristalizadas fueron mas téxicas en la linea celular tumoral
HeLa (ICsp 78ug/mL) que los extractos (ICsp 142 y 89 ug/mL) y las saponinas crudas
(ICs50 95 pug/mL). Con respecto a la linea celular tumoral MCF-7, asi como en la linea
celular normal Vero, las saponinas cristalizadas mostraron menor toxicidad (ICsp > 150
pg/mL) (Tabla VII). Con respecto a las células HelLa y Vero, las saponinas crudas

presentaron un IS resultante de 0.75 y las cristalizadas un IS de 2.20.

MCF-7 ICsp 2150 pg/mL
200 | — Hela ICs 78 pg/mL
Vero  ICsp= 2150 pg/mL

2.4

<
N9

Log dosis pgimL

Figura 16. Citotoxicidad de saponinas crudas de A. lechuguilla sobre las
lineas celulares tumorales HelLa y MCF-7.
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———— MCF-71C, = 2150 pgimL

HelLa IC. = 95 ug/ml
Vero IC. = 1.6 pghml
Log dosis pgimL

2

Figura 17. Citotoxicidad de saponinas cristalizadas de A. lechuguilla

sobre las lineas celulares tumorales HeLL.a y MCF-7.
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8. DISCUSION

Esta bien documentado que las plantas toxicas contienen compuestos que presentan
actividad antineopldsica como son Taxus brevifolia y Colchicum tunicatum reportadas
contra la linea celular MCF-7 (adenocarcinoma de glandula mamaria), entre otras
(Bifulco et al., 2003; Zhou, 2004; Tian Z, 2006; Alali et al ,2006; Zhong, 2007).  El
objetivo de nuestro estudio fue obtener compuestos antineopldsicos a partir de extractos
crudos de cuatro plantas toxicas del norte de México: A. berlandieri, A. gregii, B. nigra
y A. lechuguilla. La primera técnica preliminar utilizada para seleccionar los extractos
con potencial antineopldsico a partir de estas cuatro plantas toxicas fue el Ensayo de
Letalidad sobre A. salina.

El Ensayo de Letalidad sobre A. salina es una técnica que ha sido ampliamente
utilizada para seleccionar extractos crudos con potencial bioldgico, debido a que se ha
demostrado que este crusticeo es sensible a un amplio rango de compuestos con
actividad bioldgica y de muy diversas estructuras quimicas (Vanhaecke et al.; 1981;
Meyer et al., 1982; Gonzélez et al., 2007). Se ha determinado que esta técnica tiene una
posible correlacidn con las pruebas especificas de citotoxicidad (Mc Laughlin, 1993). Se
han reportado extractos metandlicos de ocho especies de Argyranthemum que fueron
evaluados contra A. salina, considerdndose activos los extractos que presentaron
actividad en un rango de 300 a 360 ug/mL. En base a estos resultados dichos autores
continuaron el estudio evaluando la actividad en células tumorales Caco-2
(adenocarcinoma de colon), HepG2 (carcinoma hepatocelular) y MCF-7
(adenocarcinoma de glandula mamaria), resultando los extractos metandlicos de A.
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adauctum ssp. jacobaeifolium y A. adauctum ssp. palmensis con actividad tumoral con
valores de ICsg entre 80-90 ug/mL (Badisa, et al, 2004).

En la presente investigacion, de 13 extractos crudos de las plantas estudiadas, los
resultados del Ensayo de Letalidad sobre A. salina mostraron que fueron cuatro los
que presentaron una mayor toxicidad: etandlico, hexdnico y aceténico de A. lechuguilla
y hexdnico de A. berlandieri con DLsy de 46.3, 53.5, 56.3 y 86.3 ug/mL
respectivamente. De estos cuatro fueron seleccionados el extracto acetdnico y etandlico
de A. lechuguilla para continuar con los bioensayos de citotoxicidad en células
tumorales por ser de los que presentaron mejor actividad sobre A. salina. Asi mismo
dichos extractos son los que presentaron el mayor rendimiento en el proceso de
extraccion (12 y 7.6 %), siendo esto satisfactorio para la continuidad de nuestro trabajo
con el mismo lote de muestra. El extracto hexanico de A. lechuguilla aunque presentd
mayor actividad que el extracto aceténico, su rendimiento fue méas bajo (1.2%).

Para evaluar la actividad antineopldsica de extractos y saponinas de A. lechuguilla,
utilizamos la técnica para determinar la proliferaciéon celular con el reactivo WST-1.
Esta técnica nos permite medir la viabilidad celular frente a diferentes estimulos
quimicos (citotoxicidad). Se trata de un ensayo colorimétrico, no radiactivo, de
cuantificacién espectrofotométrica que se basa en la degradacién de las sales de
tetrazolium a sales de formazan, mediante la accién de las deshidrogenasas
mitocondriales, que se producen de forma natural cuando las células son viables. Esta
técnica ha sido ampliamente utilizada en la actualidad con éxito en la evaluacion de
compuestos con actividad citotoxica, debido a que es mas sensible, rapida y sencilla
cuando la comparamos con otras técnicas de medida de la proliferaciéon celular como
son: incorporacion de 3H-Timidina o 5’-bromo deoxiuridina (BrdU) en el ADN nuclear
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u otras técnicas de citotoxicidad como el MTT, y sus variantes el XTT o el MTS (Roche,
2002; Baek, 2007). Los resultados obtenidos con esta técnica sobre las dos lineas
tumorales utilizadas mostraron que, el extracto etandlico de A. lechuguilla fue el que
presentdé mayor toxicidad en la linea celular HelLa con una ICsy de 89 pg/mL con
respecto al extracto aceténico que present6 una ICsy de 142 pg/mL. En células MCFE-7

ambos extractos no presentaron una citotoxicidad relevante (>150 pg/mL).

Por otro lado, con la finalidad de definir la selectividad de los extractos se realizo la
determinacién de actividad citotoxica, sobre una linea celular no tumoral. Para este
estudio se utilizé la linea celular normal Vero (rifién de mono verde africano), la cual ha
sido utilizada como referencia para determinar el indice de selectividad (IS = ICs cel
normales/ ICsg cel tumorales), este pardmetro se reporta en varios estudios de nuevos
compuestos con actividad antitumoral, donde se ha establecido que si el valor de IS es
>1, indica que la sustancia es mds citotoxica para las células tumorales que para las
células normales, si es <1, es mds citotdxica para las células normales (Quispe, 2006).
Los resultados de actividad citotéxica obtenidos para ambos extractos sobre la linea
celular Vero fueron ICspde 126 y 135 pg/mL respectivamente, por lo que los IS de los
extractos etandlico y aceténico de A. lechuguilla sobre las células HeLLa comparados con
la linea normal Vero fue de 1.4 y 0.95, por lo que el extracto etandlico es més citotdxico

para las células tumorales que para las células normales de los extractos analizados.

Con respecto a los estudios fitoquimicos efectuados por medio de reacciones
quimicas y CCD a los extractos acetonico, etandlico y hexanico de A. lechuguilla, estos
sugirieron la presencia de cinco compuestos: saponinas, sesquiterpenlactonas,

cumarinas, alcaloides y esteroles. De estos cinco grupos fitoquimicos presentes en A.
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lechuguilla, en este trabajo seleccionamos las saponinas para ser aisladas, por ser uno de
los compuestos que destacan en esta planta, donde se ha reportado la presencia de 1-2%
de saponinas (Herndndez et al, 2005). Este resultado concuerda con lo obtenido en
nuestro estudio (2.2%). Las saponinas obtenidas de un extracto etanélico de la planta A.
lechuguilla se probaron sobre las dos lineas celulares tumorales y la linea celular
normal Vero, utilizadas en la evaluaciéon de los extractos crudos. Del proceso de
extraccion para saponinas a partir del extracto crudo, se obtuvieron, saponinas crudas y
cristalizadas. Al ser evaluadas las saponinas crudas y cristalizadas sobre las células
MCE-7 presentaron una ICsy > 150 pg/mL y sobre celulas HeLa, se obtuvieron ICsy de
95 y 78.8 ug/mL respectivamente. Por lo que se continia observando una mayor
citotoxicidad sobre las celulas HeLLa. Con respecto a los resultados obtenidos sobre las
células HeLLa y Vero, las saponinas crudas presentaron una ICsy de 95 y 71.6 pg/mL, por
lo tanto con una IS resultante de 0.75, por lo que fueron mas téxicas para las células
normales; por otra parte, las saponinas cristalizadas fueron mds téxicas que las crudas
con una ICsyp de 78.8 y 172.2 ug/mL y un IS de 2.20, siendo este ultimo resultado
relevante para nuestro estudio, ya que las saponinas cristalizadas aisladas, resultaron ser
las mas activas de los compuestos probados sobre la linea celular HelLa, donde se
presento la actividad citotoxica.

Se han reportado saponinas en otras especies de esta planta que poseen actividad
contra lineas celulares tumorales como es el caso de la saponina (25R)-3 beta,6 alpha-
dihydroxy-5 alpha-spirostan-12-one 3,6-di-O-beta-D-glucopyranoside de A. americana,
esta saponina mostrd actividad citotoxica contra la linea celular de leucemia
promielocitica humana HL-60 con una ICsy de 4.3 pg/mL (Yokosuka et al., 2000). Otra
saponina identificada como chlorogenin 3-O-[alpha-L-rhamnopyranosyl-(1-->4)-beta-D-
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glucopyranosyl-(1-->3)-[beta-D-glucopyranosyl-(1-->3)-beta-D-glucopyranosyl-(1--
>2)]-beta-D-glucopyranosyl-(1-->4)-beta-D-galactopyranoside] extraida de A
fourcroydes mostr6 una ICs, entre 7.5-10 ug/mL contra células HeLa ( Ohtsuki, 2004).
Por otro lado, en otros géneros de plantas de la Familia Liliaceae se han encontrado
saponinas con actividad sobre células de leucemia linfocitica de ratén L1210 con ICsy de
aproximadamente 5 uM (Candra 2002). También se han logrado sintetizar saponinas con
significativa actividad inhibitoria en células tumorales como el andlogo de la p-
MeOCcH4CO; sobre células HeLa (Peng, 2007).

Al analizarse la saponina cristalizada por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (lH RMN), de acuerdo a los espectros obtenidos (Apéndice B), encontramos
sefiales del sistema spiroacetal en 84.62 (C-16) y 8 3.51 (C-26), mismas que ya se han
reportado para este tipo de estructuras (Dominguez, 1973). Ademads las sefiales de
SCRMN: § 81.2 (C-16), 8114.7 (C-22), 836.8 (C- 23) y 874.1 (C-26), las cuales
concuerdan con una saponina extraida de Agave angustifolia (Madrigal et al., 1992) y
con cuatro saponinas de Smilax medica con sefnales 836.2 (C-5), 839.8 (C-9) y
023.6 (C-19) (Sautour, 2005), que corresponden a la fusién cis de los anillos A/B e
indican que es una saponina 5 -esteroidal, una de estas saponinas fue identificada como
esmilagenina, compuesto presente en Agave lechugilla (Dominguez, 1973), al igual que
otras saponinas que se han aislado de la misma planta como: gitogenina, yucagenina,
hecogenina, tigogenina, clorogenina, diosgenina, gentrogenina, ruizgenina (Herndndez
et al., 2005). Con los datos obtenidos y comparando los espectros con los de los
autores antes mencionados podemos aseverar que el compuesto aislado es una saponina

5 B-esteroidal.
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A pesar de que los resultados de citotoxicidad obtenidos para las saponinas aisladas,
no fueron significativos con respecto a los limites recomendados para compuestos con
potencial antitumoral (ICsp < 20 ug/ml) (Fang, 2003) no se puede descartar que A.
lechuguilla posea actividad antineopldsica, ya que se deberdn aislar los diferentes
compuestos presentes como son: sesquiterpenlactonas, cumarinas, alcaloides y esteroles.
Lo anterior basdndose en reportes de actividad antineopldsica que existen con este tipo
de compuestos como son dos alcaloides tipo benzofenantridina:  N-
dimetiloxisanguinarina y pancorina; tres alcaloides tipo benzilisoquinoleina: (+)-1,2,3,4-
tetrahydro-1-(2-hidroximetil-3,4-dimetoxifenilmetil-6,7-metilenedioxisoquinoleina ((+)-
argenaxina), (+)-higenemina y (+)-reticulina. Ademas fueron aislados seis compuestos
mds. Todos los compuestos fueron caracterizados segin su espectro y evidencias
quimicas. Algunos alcaloides aislados fueron evaluados para su toxicidad en lineas
celulares de carcinoma nasofaringeo humano (HONE-1) y cdncer gastrico humano
(NUGC). Celeritina mostro actividad significativa contra la linea celular (NUGC),
mientras que Angolina inhibié ambas lineas. (+)-Argenaxina mostré moderada actividad
contra (NUGC) (Chang, 2003). Este trabajo contribuye al estudio cientifico de plantas
mexicanas del norte con potencial biol6gico. La continuidad de este trabajo, se debera
orientar al asilamiento de los compuestos faltantes para determinar su actividad

antineoplésica; asi como la evaluacion de otras lineas celulares tumorales.
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9. CONCLUSIONES

De las cuatro plantas téxicas evaluadas en nuestro trabajo A. lechuguilla fue la
que presentd mayor actividad téxica sobre A. salina y sobre la linea celular
tumoral HeLa.

El extracto etandlico de A. lechuguilla presentd mayor actividad citotdxica que
el acetonico sobre la linea celular tumoral Hela (ICsy 89 y 142 ug/mL).

Las saponinas cristalizadas de A. lechuguilla presentaron mayor actividad
citotoxica que las saponinas crudas y que los extractos crudos sobre las células
HeLa (ICsy 78.8, 95, 89y 142 pg/mL).

Un resultado relevante en esta investigacion es que las saponinas cristalizadas
que presentaron una mejor actividad citotoxica sobre la linea celular tumoral
Hela (78.8 ug/mL), son menos toxicas en la linea celular normal Vero (172.2
pg/mL).

El compuesto aislado es una saponina 5p-steroidal.
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10. RECOMENDACIONES

Las recomendaciones para continuar con esta linea de trabajo son las
siguientes:
» Aislar otros compuestos presentes en A. lechuguilla.

» Determinar la citotoxicidad en diferentes lineas celulares tumorales.
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12. APENDICES

Apéndice A

PRUEBAS QUIMICAS

Sesquiterpenlactonas. Para la identificacién de sesquiterpenlactonas se utiliza la
prueba de Baljet. Para preparar el reactivo se utilizan dos soluciones que se mezclan en
volimenes iguales antes de usarse, la solucién A: acido picrico 1% en alcohol etilico.
Solucién B: Hidroxido de sodio 10%. La prueba es positiva si se observa una coloracién

anaranjada o roja obscura.

Saponinas. Para la identificacién de saponinas se utiliza la prueba de Lieberman-
Burchard. El reactivo se prepara agregando una gota de 4cido sulftrico, un mL de dcido
acético anhidro y un mL de cloroformo. La aparicion de un color azul-verde determinan

la presencia de esteroides y colores rosado, rojo y violeta triterpenos.

La prueba de hemolisis también es utilizada para determinar la presencia de
saponinas. A una suspension de eritrocitos se le aflade la muestra que se presume
contiene saponinas. La prueba se considera positiva si se observa la hemolisis de los

eritrocitos.

Alcaloides. Se realiza la prueba de Dragendorff. El reactivo se prepara con dos
soluciones: La solucién A consiste en disolver 0.85g de nitrato de bismuto, 10 mL de

acido acético glacial y 40 mL de agua. La solucién B se disuelven 8 g de ioduro de
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potasio en 20 mL de agua. Se mezclan SmL de solucién A, 4 mL de solucién B y 100

mL de agua. La presencia de un color rojo-anaranjado indica que la prueba es positiva.

Esteroides y triterpenos. Se utiliza la prueba de Salkowski. El reactivo se prepara
disolviendo en 0.5 mL de la muestra, < 0.5 mL de cloroformo y un mL de acido

sulftrico; observdndose un color amarillo o rojo si la prueba es positiva.

Cumarinas. Para la detecciéon de cumarinas se utiliza la prueba del hidréxido de
sodio. La muestra se hace reaccionar con hidréxido de sodio 10%. Si se observa una
coloracién amarilla- anaranjada que desaparece al acidular, con &cido clorhidrico, la

prueba es positiva.
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Apéndice B

ESPECTROS DE LA SAPONINA CRISTALIZADA
OBTENIDOS POR 'HRMN Y “CRMN

0696-01, D 20 (Saponina Cristalizada de A . lechuguilla)
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Apéndice B (continuacion)
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Apéndice C

ESTRUCTURA DE SAPOININAS ESTEROIDALES

Las saponinas son glicésidos (fig. 1) en los cuales varias unidades de monosacaridos
se enlazan mediante un enlace glicosidico a un resto denominado aglicén. El aglicon
puede ser de naturaleza triterpénica o esteroidal y en funcion de esto las saponinas se

clasifican en saponinas triterpénicas y saponinas esteroidales respectivamente.

MONOSACARIDOS

Rha — Glu

Rha

ENMLACE GLICOSIDICD

Fig.1 Ejemplo de saponina esteroidal

El aglicén en las saponinas esteroidales (sapogenina) presenta el esqueleto tetraciclico

caracteristico de este tipo de compuestos, denominado gonano

(ciclopentanoperhidrofenantreno) en el caso de ser saturado.
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La caracteristica estructural fundamental de estas sapogeninas radica es la presencia
de dos anillos adicionales que se originan a partir del C-17 del esqueleto base y estdn

contenidos respectivamente en dos planos perpendiculares entre si.

Ademas, el atomo de carbono comudn a estos dos nuevos anillos estd unido a dos
atomos de oxigeno (estructura de un cetal) por los que a esta "cadena" lateral se le ha
dado el nombre de cadena espirocetdlica . Las sapogeninas pueden clasificarse de
acuerdo a la estructura de los anillos E y F en espirostanos, furostanos y furoespirostanos
fundamentalmente, siendo el primer grupo el mas importante (fig. 2). Estos compuestos
pueden presentar unidn trans (serie 5o ) o cis (serie 5p ) entre los anillos A y B, ademés
todos presentan grupos metilos en C-10 y C-13 dirigidos hacia la cara B de la molécula.
En el caso de que las sapogeninas posean una insaturacién entre C-5 y C-6 se clasifican

como A ° espirostanos.

HO A o

Fig. 2. Ejemplos de espirostanos.
A) 3P -hidroxi-5a , 25R-espirostano.
B) 3P -hidroxi-25S-espirost-5-eno.
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Adicionalmente a otros esteroides las sapogeninas presentan centros quirales en C-
22 y C-25, determinando este ultimo dos series para la clasificacion de estos

compuestos, la serie "iso" (configuracién 25 R) y la serie "neo"” (configuracion 25 S).

Las saponinas esteroidales poseen de una a seis unidades de monosacaridos unidas
entre si mediante enlaces glicosidicos. Estas unidades son comunmente hexosas,
pentosas y deoxihexosas, entre los que se encuentran principalmente glucosa, rhamnosa,
galactosa y xilosa. Los enlaces glicosidicos pueden tener configuracion o o 3 . Este
resto glicosidico, que puede ser lineal o ramificado en la mayoria de los casos se une con

el aglicon a través del C-3 del mismo (Orestes,2007).
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Apéndice D

PLANTAS TOXICAS LOCALIZADAS EN NUEVO LEON

Plantas toxicas localizadas en Nuevo Leon

Nombre

Cientifico
Acacia Huajillo
berlandieri

Familia
Leguminosae

Toxicidad
Hojas 'y Frutos. La  N-metil-beta-
feniletilamina es responsable de la ataxia y
postracién, a veces muerte del ganado.
Mecanismo semejante al de la Efedrina.

Acacia gregii Una de Gato

Leguminosae

Hojas. En animales intoxicados se presenta
midriasis, polipnea, convulsiones y muerte.
Sintomatologia semejante al de las
intoxicaciones con dcido cianhidrico.

Agave Lechuguilla
lechuguilla

Agavacea

Hojas. Una saponina (Hepatonefrotoxina) y
un fotosensibilazador de la piel.

Allium Cebollin
Canadense

Liliaceae

Toda la planta. Un alcaloide no determinado
produce anemia, hematuria, gastro-enteritis
y muerte.

Anagallis Coralillo
arvensis

Primulaceae

Toda la planta. Compuestos téxicos como:
Heterésido triterpenico, anagalldsido
(antifiingico) ,flavonoides y cucurbitacinas.
Efectos toxicos mortales en las ovejas y
sintomas como diarrea, anorexia |y
depresidn; lesiones que incluyen hemorragia
en rifién y corazén, congestién de pulmones
y dafios en el higado.

Argemone Cardo Santo
mexicana

Papaveraceae

Toda la planta. Alcaloides: berberina.
Congestién pulmonar y lesiones en rifiones
de conejos de laboratorio y protopina (
accion narcéOtica ) . Estos alcaloides son
eliminados por animales a través de la leche.
La semilla contiene alcaloides de
isoquinolina:sanguinarina y
dihidrosanguinarina que poseen efecto
irritativo en zonas cutineas y mucosas.

Asclepias Hierba Lechosa
latifolia

Asclepiadaceae

Hojas y tallos jovenes. La galitoxina es la
sustancia toxica dominante en el latex, en
menor cantidad glucésidos cardiacos y
alcaloides venenosos. Los animales
muestran problemas motores y respiratorios
y sobreviene la muerte.

Astragalus Hierba loca
wootoni

Leguminosae

Toda la planta. Presencia de dcido
cianhidrico y otras sustancia toxicas.
Alcaloides y saponinas presentes que actian
emulsionando las grasas y hemolizando los
glébulos rojos por su afinidad con la
colestrina y la lecitina.

Brassiica nigra Mostaza

Cruciferae

Semilla. Glucésido: la sinigrina. Irritante
para la piel y las mucosas. Aborto.
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Nombre

Cientifico

TABLA I (CONTINUACION)

Nombre
Comun

Familia

Toxicidad

Centaurium Centauro Gentianaceae Toda la planta. Epoca de floracién concentra
calycosum glucésidos amargos (gentiopicrina). En
grandes cantidades provoca diarreas
abundantes y acuosas, poliuria, debilidad
generalizada y en ocasiones, coma y muerte.
Cephalanthus Mimbre Rubiaceae Toda la planta. Poco estudiada. Cefalantina,
occidentalis sustancia que destruye los glébulos rojos,
causa voOmitos, convulsiones y pardlisis de

las extremidades.

Citrus aurantium  Naranjo Agrio  Rutaceae Frutos y flores. Contienen tres glucésidos:
Hesperidina, Isohesperidina y
aurantiamarina sedativas del sistema
nervioso central.

Clematis dioica Barbas de Ranunculaceae Hojas. Protoanemonina,saponinas

chivato Hederagenina, derivados del acido
Oleanodlico, anemonol. Se utilizan en
pequeilas dosis para ulceras varicosas,
dolores reumaticos.

Convolvulus Correhuela Convolvulaceae Hojas tiernas y brotes. Venenosa para el

arvensis ganado. Se carece de informacion confiable.
Croton ciliato Canelillo Euphorbiaceae Frutos maduros y secos. Glucésidos vy
resinas. 0.5-1 gota causa quemaduras en

sistema digestivo.

Cuscuta sp. Tripa de Judas  Convolvulaceae Toda la planta. Glucésido cuscutina, resina,
taninos, flavona no caracterizada ( Tallos y
flores ).

Chenopodiun Hedionda Quenopodiaceae Toda la planta. Glucésidos ciandgenicos.
album Ascaridol (altas concentraciones producen
severas lesiones hepaticas y renales).
Chenopodium Epazote Quenopodiaceae Toda la planta. Ascaridol.
ambrosioides
Drymaria Alfombrilla Cariofilaceae Hojas 'y Tallos. Saponinas, d4cido
arenarioides oxalico,alcaloides(Tebaina,Narcotina,narcei
na,solanina y ergotoxina).

Euphorbia Hierba de la Euphorbiaceae Toda la planta. Gomo-resina (Euforbona ).

maculata Golondrina

Fluorenscia Hoja Sen Compositae Frutos secos. Glucésidos y una resina no

cernua caracterizada.

Gutierrezia Hierba de San Compositae Hojas. Saponinas

sarothrae Nicolds

Hordeum Cebada Graminaceae Toda la planta. Los embriones de cebada

vulgare elaboran un alcaloide (hordenina ).
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Nombre

Cientifico

TABLA I (CONTINUACION)

Familia

Toxicidad

Karwinskia Coyotilo Rhamnaceae Antrocenona. Pardlisis de los cuartos
humboldtiana Tullidora traseros y muerte con semillas y Frutos.
Debilidad nauseas y decaimiento con Hojas.
Ligostrum Trueno Oleaceae Hojas y frutos. Glucésido
Jjaponicum (ligustrina), taninos.
Lobelia Diente de vibora Lobeliaceae Toda la planta. Alcaloide: lobelina de accién
berlandieri simpdtico- mimética, antiespasmddica y
dilatadora del tejido bronquial. La
intoxicacién causa frecuencia respiratoria
disminuida, atrofia de los mdsculos, coma
prolongado y muerte.
Lophophora Peyote Cactaceae Toda la planta. Alcaloides tipo estricnina
williamsii que incrementan la irritabilidad refleja hasta
llegar al espasmo y los de tipo morfina que
tienen accion sedante y somnifera.

Medicago sativa Alfalfa Leguminosae Toda la planta. Grandes cantidades provoca
trifoliosis con inflamacién de la boca e
irritacion de la piel.

Melia azedarach Canelo Meliaceae Toda la planta. Alcaloide azedarina (Sistema
nervioso central ) y paraisina (repelente de
insectos) , saponinas hemolizantes y taninos,
aceites esenciales y resinas.

Melilotis Trébol oloroso Leguminosae Toda la planta. Dicumarina o dicumarol,
officinalis anticoagulante. Acidos melil6tico y
cumadrico.
Melochia Chichibe Esterculiaceae Alcaloides. Extracto cloroférmico se
piramidata observé que ratones presentaban
incoordinacién del tren posterior, postracion
y muerte.

Nerium oleander Laurel Apocinaceae Glicosido. Arritmia cardiaca, diarrea,
muerte.

Nicotiana glauca Tabaco Solanaceae Alcaloides: narcotina, colchicina, lobelina,
nicotina, anabasina,etc. La anabasina se
encuentra en mayor proporcién y al parecer
es el responsable de envenenamiento.

Nicotiana Tabaco Solanaceae Hojas. Nicotina.

tabacum

Nolina texana Sacahuiste Liliaceae Botones, flores y frutos .filoeritrina y una

hepatonefrotoxina, toxicidad similar a la de
A. lechuguilla.
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TABLA I (CONTINUACION)

Nombre Nombre
Cientifico Comiin Familia Toxicidad

Phoradendron Injerto del Lorantaceae Bayas. Fenoles sumamente

tometosum Mesquite tOXicos.

Prunus serotina Capuli Rosaceae Toda la planta. Glucésido cianégenico (
amigdalina ). Dificultades para respirar,
espasmos, coma y muerte repentina.

Quercus spp. Encino Fagaceae Hojas y bellotas. Acido ténico y otros
principios téxicos no determinados.

Rhus radicans Hiedra Anacardiaceae Latex de tallos, ramas y hojas. 3-n-
pentadecil-catecol reacciona rapidamente
con las proteinas de la piel y mucosas.

Solanum nigrum Hierba mora Solanaceae Glicésido:solanina. Perdida de sensacion,
meteorismo, diarrea,dilatacion de pupilas.

Tribulus Torito Zygophyllaceae ~ Semilla.nitratos. Fotosensibilizacion.
terrestris
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