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RESUMEN

RESUMEN

Phoradendron wattii es una planta nativa de la peninsula de Yucatdn que promete ser una
fuente de metabolitos novedosos con actividad antiproliferativa. Sin embargo, no se ha
estudiado el perfil bioguimico de estos metabolitos y su variacion debido al cambio de las
condiciones climaticas. El objetivo de este proyecto es el de evaluar la variacién estacional y la
actividad antiproliferativa de triterpenos de tipo lupano, obtenidos del extracto metandlico de
Phoradendron wattii. Se realiz6 la colecta del material vegetal durante las distintas estaciones
del afio distinguiendo entre los tejidos de las flores y frutos (F/F), tallos y hojas de la planta,
obteniéndose extractos metanélicos de cada una de las colectas. Se realiz6 cromatografia
liqguida de alta resolucién (CLAR) en cada uno de los extractos metandlicos y se comprobé su
actividad antiproliferativa ante una linea celular de leucemia mieloide crénica (K-562). El
contenido total de una mezcla de cinco triterpenos de tipo lupano alcanz6 su mayor
concentracion en las estaciones de otofio y primavera (32.94 + 0.79 mg/g y 31.82 + 2.34 mg/g,
respectivamente) y su valor mas bajo en invierno (17.13 £ 0.41 mg/g). De igual manera, se
demostré la mayor actividad antiproliferativa contra las células de leucemia linfocitica (K-562)
con el extracto de las hojas en verano. Los resultados indican que la colecta de P. wattii
durante las estaciones de otofio y primavera es mas eficiente para la obtencion de triterpenos

de tipo lupano.
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ABSTRACT

Phoradendron wattii is a plant native to the Yucatan Peninsula that promises to be a source of
novel metabolites with antiproliferative activity. However, the biochemical profile of these
metabolites and their variation due to climatic conditions have not been studied. The objective of
this project is to evaluate the seasonal variation and the antiproliferative activity of lupane-type
triterpenes, obtained from the methanolic extracts of Phoradendron wattii. The plant material
was collected during the different seasons of the year, distinguishing between the tissues of the
flowers and fruits (F/F), stems, and leaves of the plant, obtaining methanolic extracts from each
one of the collections. High performance liquid chromatography was performed on each of the
methanolic extracts and their antiproliferative activity against a chronic myeloid leukemia cell
line (K-562) was verified. A total of five lupane-type triterpenes were identified and the mixture
reached its highest concentration in the autumn and spring seasons (32.94 + 0.79 mg/g and
31.82 + 2.34 mg/g, respectively) and its lowest value in winter (17.13 + 0.41 mg/g). The highest
antiproliferative activity against lymphocytic leukemia cells (K-562) was achieved with the
summer leaf extract. The results indicate that the collection of P. wattii during the autumn and

spring seasons gives the highest yield of lupane-type triterpenes.
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INTRODUCCION

Cancer es el nombre coman que recibe un conjunto de enfermedades relacionadas en las que
se observa un proceso descontrolado en la division de las células del cuerpo. Su caracteristica
principal es la rapida creacion de células anormales que crecen y se reproducen mas alla de
sus limites usuales, invadiendo otros tejidos y esparciéndose hacia otros 6rganos, en un
proceso llamado metéstasis. El cancer es la segunda causa de muerte a nivel global, siendo
responsable por un estimado de 9.6 millones de muertes en 2020 segun datos de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). En cuanto a México, segun datos del Observatorio
Global del Cancer (GCO, por sus siglas en inglés) se registraron en 2020 mas de 80 mil
muertes al igual que 190 mil nuevos casos, siendo los cénceres de seno, de prostata, el
colorrectal, cérvicouterino y tumores hematopoyéticos los que presentan mayor incidencia en la
poblacién. Los tumores hematopoyéticos, los cuales incluyen a las leucemias, son el tipo de
cancer mas comun en nifios y adolescentes, representando casi uno de cada tres canceres y
de ellos el 75% de casos de leucemia en nifilos y adolescentes son debidos a leucemia

linfoblastica aguda segun la asociacion americana del cancer.

Las leucemias son un tipo de cancer que representan un grupo de neoplasias
hematooncoldgicas caracterizadas por un crecimiento autbnomo y desmedido de formas
inmaduras de leucocitos (Santoyo et al., 2016). Estas tienen especial interés debido a que
poseen una incidencia bastante elevada sobre todo en las poblaciones jévenes (ACS, 2020).
Usualmente se utilizan una o0 mas combinaciones de tratamientos, entre los que se destacan la
radioterapia y la quimioterapia. Sin embargo, estos tratamientos pueden tener graves efectos
secundarios e incluso se ha observado resistencia de varios tipos de leucemias y de canceres
en general a los farmacos utilizados tradicionalmente en la quimioterapia (Fahad-Ullah, 2008;
Feeney et al., 2007; Borowski et al., 2005; Partridge et al., 2001).

Por lo anterior, es evidente la blusqueda de nuevos farmacos mas seguros y eficaces para su
utilizacién en el tratamiento de leucemias. Por otro lado, los productos naturales son producidos
por los seres vivos, denominados también como metabolitos secundarios, los cuales presentan
varias actividades bioldgicas. Estos metabolitos han sido estudiados por afios y se ha evaluado
su actividad farmacoldgica sobre las células de cancer y algunos de ellos son usados

ampliamente en la clinica (Amaral et al., 2019; Igbal et al., 2017; Korkinaa y Kostyuk, 2012).
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En estudios previos realizados en la Unidad de Investigacion Médica del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) en colaboracién con el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY), demostraron que los extractos de Phoradendron wattii, una planta nativa de la
peninsula de Yucatan sintetiza terpenos novedosos con actividad citotoxica frente a lineas
celulares cancerigenas tumorales y no tumorales (Valencia-Chan et al., 2017; Caamal-Fuentes,
2011).

Por lo anterior, P. wattii se presenta como un objeto de estudio ideal para fines de explotacion
biotecnoldgica. Asi, es importante conocer el patron de sintesis de los compuestos en la planta
con fines aplicativos. Se sabe que la produccién de metabolitos secundarios en las plantas esta
determinada por factores bioldgicos y ambientales, por lo que en este estudio se propone
evaluar la variacion estacional y la actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos de
Phoradendron wattii.
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ANTECEDENTES

1.1. Cancer

Céancer es el término comun que recibe un conjunto de enfermedades relacionadas en las que
se observa un proceso descontrolado en la division de las células del cuerpo, también
denominado neoplasias. El crecimiento descontrolado forma una masa anormal de tejido cuyo
crecimiento excede del de los tejidos normales, es desorganizado y persiste del mismo modo
excesivo aun después de finalizar el estimulo que le dio origen. La masa anormal carece de
finalidad, hace presa del huésped y es practicamente autbnoma. Puede comenzar de manera
localizada y diseminarse a otros tejidos circundantes y, en general, conduce a la muerte del
paciente si éste no recibe tratamiento adecuado. Se conocen mas de cien tipos diferentes de
cancer, siendo los mas comunes los de piel, de pulmén, de mama y colorrectal (Observatorio
Nacional del Cancer, 2018). El cancer es la segunda causa de muerte a nivel global, siendo
responsable en 2018 por un estimado de 9.6 millones de muertes segun datos de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). De igual manera, el cancer ha tenido un gran impacto
econdémico en los paises, reportandose en 2010 costos de 1.16 trillones de ddlares (Stewart y
Wild, 2014).

En cuanto a México, segun datos del Observatorio Global del Cancer (GCO, por sus siglas en
inglés) se registraron en 2020 mas de 80 mil muertes al igual que 190 mil nuevos casos, siendo
los canceres de mama, de prostata, el colorrectal, de tiroides y cérvicouterino los que presentan
mayor incidencia en la poblacion. En Yucatan, segun datos del Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) y de la Direccién General de Epidemiologia de la
Secretaria de Salud en 2020, los principales canceres fueron de pulmén, colorrectal, de

prostata, de mama y cérvicouteurino.

Otros tipos de cancer que han cobrado un gran interés debido a su mortalidad y al sector de la
poblaciéon que afectan, son los que se originan en los tejidos hematopoyéticos. Denominados

canceres hematolégicos, se forman en la médula 6sea o en las células del sistema inmunitario.
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También denominados cancer de la sangre, se incluyen las leucemias, linfomas y mielomas

multiples.

1.1.1 Leucemia

Las leucemias son un grupo de neoplasias hematooncoldgicas caracterizadas por un
crecimiento auténomo y desmedido de formas inmaduras de leucocitos (blastos) provenientes
de una clona maligna que terminan por volverse la estirpe predominante en la médula ésea,

con la consecuente disminucion del resto de las series hematopoyéticas (Santoyo et al., 2016).

Segun la ACS, se puede clasificar a las leucemias de dos maneras diferentes: en funcion de la
rapidez con la que se produce y empeora la enfermedad (agudas y crénicas) y en funcién de

las células afectadas (mieloides y linfoides), dando lugar a cuatro tipos principales:

* Leucemia mieloide aguda (LMA): Afecta a las células mieloides y se desarrolla con rapidez.
Se presenta generalmente en personas a partir de los 65 afios. Puede afectar, aunque en

menor proporcién, a nifios y adolescentes.

» Leucemia mieloide crénica (LMC): Afecta a las células mieloides y, al principio, se desarrolla
con lentitud. Mas de la mitad de los pacientes tiene entre 65 afios 0 mas, y so6lo afecta a un

pequefio porcentaje de nifios y adolescentes.

» Leucemia linfoblastica aguda (LLA): Afecta a las células linfoides y se desarrolla con rapidez.

Se presenta fundamentalmente en nifios y adolescentes.

* Leucemia linfocitica cronica (LLC): Afecta a las células linfoides y se desarrolla con lentitud.
La mayoria de los pacientes tiene mas de 65 afios. Esta enfermedad casi nunca afecta a nifios

0 a adolescentes.

La leucemia es el cancer mas comun en nifios y adolescentes, representando casi uno de cada
tres canceres hematoldgicos. El 75% de los casos de leucemia en nifios y adolescentes son
debidos a la LLA, segun la Asociacion Americana del Cancer (ACS, 2020). Segun el INEGI,
durante 2020, la leucemia fue la principal causa de muerte en la poblacibn con menos de 15
afos (51% en hombres y 56% en mujeres) y en los jévenes de 15 a 29 afios (33% en hombres

y 32% en mujeres).
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Debido a su incidencia y mortalidad, se vuelve particularmente importante el estudio de los
canceres de los 6rganos hematopoyéticos. En especial, las leucemias que abarcan la gran
mayoria de este tipo de neoplasias. Como se describié anteriormente, existe una gran variedad
de leucemias, por lo que es muy importante la aplicacién del tratamiento adecuado que

maximice la probabilidad de recuperacion del paciente.

1.1.2 Tratamientos contra la leucemia

La aplicacién de tratamientos adecuados para la leucemia ha permitido mejorar la calidad de
vida de los pacientes y reducir la mortalidad de la enfermedad (Siegel et al., 2012).
Actualmente se utiliza una combinacion de distintos tratamientos, dependiendo del tipo y el
grado de avance de la leucemia, dependiendo también de las condiciones generales de salud
del paciente. Los tratamientos mas comunmente utilizados para la afeccién de esta patologia

se describen a continuacion:

Terapia de radiacion: También llamada radioterapia, es un tratamiento en el cual se usa altas
dosis de radiacion que dafia el ADN de las células al punto que inhibe su proliferacion. Es un
tratamiento local, por lo que sélo tiene efecto si las células malignas se encuentran localizadas
dentro del campo irradiado, y los resultados suelen observarse después de un periodo de
tiempo (Hernandez y Rios, 1999). La radioterapia puede ocasionar serios efectos secundarios,
como problemas cutaneos, fatiga, nauseas, diarrea, dificultad para respirar, rigidez, menor
recuento y actividad del esperma, alteracion del ciclo menstrual y, en casos muy raros, un

nuevo tipo de cancer, entre otras afecciones (Instituto Nacional del Cancer, 2020).

Quimioterapia: Es un tipo de tratamiento en el que se usa uno 0 mas tipos de medicamentos o
drogas anti-cancer. Los agentes quimioterapéuticos tradicionales son sustancias citotoxicas
cuyo fin es provocar una alteracion celular, ya sea en la disrupcion de la sintesis de acidos
nucleicos, division celular o sintesis de proteinas. Las desventajas de este tratamiento es la
falta de selectividad, ya que actia también contra las células sanas (Baguley, 2002). Por lo
anterior, los pacientes sometidos a la quimioterapia sufren de multiples efectos secundarios a
corto, mediano y largo plazo (Monsuez et al., 2010; Feeney et al., 2007; Partridge et al., 2001).
De igual manera, se ha observado una disminucion de la efectividad de los agentes

guimioterapéuticos tradicionales en distintos tipos de leucemias y canceres (Zhang et al., 2019;
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Chen et al., 2018; Lage et al., 2010; Pillozzi et al., 2010; Fahad-Ullah, 2008; Borowski et al.,
2005; Gottesman, 2002; Liscovitch y Lavie, 2002).

Debido a las grandes desventajas de los tratamientos previamente mencionados, se hace
evidente la necesidad de buscar nuevas alternativas para combatir esta enfermedad. Una de
las alternativas es la blusqueda de nuevos agentes que sean mas eficaces y seguros. En ese
sentido, los productos naturales representan una opcién excelente debido a su gran potencial
de actividad bioldgica y por la gran diversidad estructural de sus compuestos.

1.2 Productos naturales

Los compuestos quimicos producidos por los seres vivos, los cuales poseen un efecto
farmacoldgico o biologico, se reconocen como productos naturales y por mas de 40 afios han
servido para tratar distintas enfermedades. El uso de estos productos provenientes de plantas,
hongos y microorganismos ha ayudado a casi doblar la esperanza de vida durante el siglo XX.
También denominados metabolitos secundarios, su diversidad quimica esta dada por factores
biologicos y geogréficos por lo que existe una infinidad de compuestos con diversas
aplicaciones como antibiéticos, antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos, entre otras
(Vajira, 2013; Demain y Vaishnav, 2011; Desai et al., 2008).

Por otra parte, las plantas histéricamente han probado su valor como fuente de nuevas
moléculas con potencial terapéutico y actualmente aun representan una alternativa importante

para la identificacién y obtencién de nuevas medicinas.

1.2.1 Metabolitos secundarios con actividad biolégica

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa del carbono
asimilado y de su energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no
parecen tener una funcion directa en los procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de
nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, a los cuales se
les denominan metabolitos secundarios (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Estos compuestos le
confieren una ventaja adaptativa, cumpliendo funciones de defensa contra predadores y
patdégenos, actuando como agentes alelopéticos o para atraer a polinizadores y dispersores de

semillas (Croteau et al., 2000).
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Otra particularidad de estos compuestos es que presentan una distribucion restringida en el
reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos
de plantas. Al igual, s6lo se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada,
estando a menudo su produccion restringida a una determinada familia de plantas, a un
género, una especie e, incluso, ser tejido-especificos dentro del mismo organismo (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Existe un sin nUmero de metabolitos producidos por plantas, los cuales pueden ser clasificados
de acuerdo con su clase quimica, grupos funcionales y origen biosintético. Generalmente

pueden ser agrupados en cuatro clases principales (Gunatilaka, 2012):

1. Compuestos fendlicos y sus derivados. Son compuestos cuyas estructuras moleculares
contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido a un grupo hidroxilo. Los
mas de 8,000 compuestos fendlicos conocidos se sintetizan por la ruta del &cido
shikimico o por la del mevalonato/acetato. Ejemplos de ellos son cumarinas,
flavonoides, lignina y taninos.

2.  Glicésidos. Moléculas compuestas por un glicido (generalmente un monosacarido) y un
compuesto no glucidico (aglicona). Desempefian numerosos papeles importantes en los
organismos vivos y muchas plantas los almacenan en forma de glicosidos inactivos para
hidrolizarlos al requerirse. De gran importancia médica, algunos ejemplos de estos
compuestos son las saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos vy
glucosinolatos.

3. Alcaloides. Estos son compuestos nitrogenados, se conocen alrededor de 12,000
alcaloides, sintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Los alcaloides
presentan una gran diversidad de estructuras quimicas. Son fisiol6gicamente activos en
los animales, aun en bajas concentraciones, por lo que tiene muchos usos en medicina.
Ejemplos conocidos son la cocaina, la morfina, la atropina, la colchicina, la quinina, y la
estricnina.

4. Terpenoides. Compuestos derivados del isopreno (IPP) formados en la ruta del acido
mevalonico. Aparecen en muchos tipos de plantas y tienen una actividad biolégica
importante. Se encuentran entre las moléculas mas diversas, con alrededor de 25,000
metabolitos secundarios reportados. Entre ellos se encuentran los aceites esenciales,

hormonas y pigmentos.
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1.2.2 Anticancerigenos aislados de plantas

El conocimiento tradicional de las plantas, sus mezclas y decocciones en las aplicaciones
médicas y del cuidado de la salud ha sido de mucha ayuda en el descubrimiento de medicinas
viables y compuestos con gran potencial provenientes de las plantas. Se ha estimado que mas
del 57% de los medicamentos tienen su origen en productos naturales, la gran mayoria

proveniente de plantas (Challinor y Bode, 2015).

Como se mencion6 antes, muchas plantas producen una infinidad de productos naturales,
entre los que podemos encontrar los alcaloides, flavonoides, lignanos, saponinas, terpenos,
vitaminas, minerales, glicésidos, gomas, aceites y demas productos del metabolismo primario y
secundario, los cuales juegan un papel significante como agentes anticancerigenos. Por
ejemplo, la vincristina y la vinblastina provenientes de Catharanthus roseus, la podofilotoxina de
Podophyllum peltatum y el paclitaxel de Taxus brevifolia se encuentran entre los
anticancerigenos mas vendidos a nivel mundial actualmente (Atanasov et al., 2015; Vajira,
2013).

Entre los diferentes tipos de metabolitos secundarios producidos por las plantas podemos
denotar a los terpenos, los cuales, debido a su gran variedad estructural y diferentes
actividades bioldgicas, los vuelven moléculas de especial interés para su estudio y aplicacion

en distintas areas.

1.2.3 Terpenos y su actividad anticancerigena

Los terpenos son una vasta y diversa clase de compuestos organicos derivados del isopreno.
Se conocen mas de 40,000 diferentes tipos y han sido aislados y caracterizados de distintas
familias de plantas. A pesar de que todavia no se conocen a profundidad todas las funciones
bioldgicas, ecoldgicas y farmacologicas que poseen, se ha reportado que tienen una variedad
de funciones en el reino vegetal y en la salud humana. Se ha descrito que en las plantas los
terpenos juegan un rol importante como reguladores de crecimiento, como compuestos
sefializadores, como defensa contra patdgenos y herbivoros, al igual que como componentes

de los aceites esenciales (Gunatilaka, 2012).

De la misma manera, en lo que corresponde al potencial terapéutico y al uso de estos

compuestos como nuevos farmacos, se ha reportado un gran nimero de terpenos con
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actividad anticancerigena, modulando la actividad de factores regulatorios, vias de
sefalizacién, enzimas y proteinas para inhibir el crecimiento, proliferacion, invasion, metastasis

y angiogénesis en diferentes lineas celulares cancerigenas (Twiley y Lall, 2018).

Huang et al. (2020) junto con Sobral et al. (2014) realizaron una amplia revisién de varios
terpenos y terpenoides, su actividad anticancerigena y su mecanismo de accion, entre los
cuales podemos resumir la induccion de apoptosis, arresto del ciclo celular, generacién de
especies reactivas de oxigeno, inhibicibn de la angiogénesis, entre otras. Actualmente, se
utiliza una gran variedad de farmacos derivados de los terpenos, siendo el mayor ejemplo el
paclitaxel, el cual es empleado especialmente en el tratamiento de cancer de pulmén, ovario,
mama y formas avanzadas del sarcoma de Kaposi. De igual manera, se ha comprobado la
actividad anticancerigena de distintos tipos de terpenos en diferentes lineas celulares de
leucemia (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Actividad anticancerigena de terpenos en lineas
celulares de leucemia.

Terpeno Linea celular* ICs0 (M)
Carvona HL-60 15.60
K-562 0.11
Carveol K-562 0.11
Eugenol K-562 0.24
CEM 0.09
Carvacrol CEM 0.04
K-562 0.06
Acido carndsico HL-60 5.70
Carnosol HL-60 5.30

* Lineas celulares de leucemia humana: leucemia
promielocitica aguda (HL-60), leucemia mielégena crénica (K-
562) y leucemia linfoblastica aguda (CEM). Concentracion
inhibitoria 50 (ICsp). Modificado de Twiley y Lall, 2018.

1.3 Flora de la Peninsula de Yucatan

La flora mexicana se encuentra entre las cinco mas ricas en el mundo en términos de
diversidad y de la complejidad de sus metabolitos, incluyendo terpenos, péptidos, flavonoides,
alcaloides, entre otros. Se estima que la flora mexicana comprende un rango entre 25,000 y
34,000 especies, con el registro de mas de 3,000 especies medicinales conocidas usadas

desde los tiempos prehispanicos (Gomez et al., 2017; Martinez et al., 2017).
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En el sureste mexicano, la peninsula de Yucatan estd compuesta por los estados de
Campeche, Quintana Roo y Yucatdn. Esta regién natural posee una Unica geologia,
geomorfologia, paisaje y biota que histéricamente influencié y formé lo que ahora es conocida
como la cultura Maya. Ademas de estas Unicas caracteristicas junto con una precipitacion
anual, con marcadas estaciones secas y hiumedas y el particular sistema de drenaje compuesto
por placas de piedra caliza, promovieron el desarrollo de una flora nativa distintiva. La
biodiversidad de la flora yucateca incluye aproximadamente 2,300 especies de plantas con
flores, con 115 especies de plantas endémicas y alrededor de 800 son utilizadas como parte de
la medicina tradicional maya (Hernandez et al., 2019; Fernandez et al., 2012).

Se han realizado multiples estudios para la busqueda de compuestos con actividad biol6gica en
la flora de la peninsula yucateca. Entre los distintos metabolitos, se han aislado diterpenos y
triterpenos, incluyendo saponinas triterpenoidales, esteroides y terpenoides con esqueletos
novedosos (Hernandez et al., 2019).

En estudios anteriores llevados a cabo en conjunto con el Centro de Investigaciéon Cientifica de
Yucatan (CICY) y la Unidad de Investigacién Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social,
se evaluaron 21 plantas utilizadas en la medicina tradicional maya de la peninsula de Yucatan
para el tratamiento de sintomatologia sugerente a cancer. Diez especies mostraron tener una
actividad citotéxica contra diferentes lineas celulares cancerigenas. Entre ellas, Phoradendron

wattii reporté una actividad citotdxica promisora.

1.3.1 Género Phoradendron y su actividad anticancerigena

En México, el género Phoradendron tiene una amplia distribucién geografica. Las plantas de
este género son comunmente conocidas como “corpo”, “muérdago”, “yerba pajarito”, entre
otros. Pertenece a la familia Santalaceae y consta de 300 especies a nivel mundial, de las
cuales 234 se encuentran presentes en el continente americano. En México se encuentran en
casi todos los estados de la Republica, con 57 especies, con una distribucion que va desde el

nivel del mar hasta los 3,000 msnm (Vazquez-Collazo et al., 2006; Kuijt, 2003).

Las especies del género Phoradendron son principalmente arbustos erectos o colgantes, de
varios metros de longitud y hemiparasitos de dicotiledoneas. Poseen ramas redondeadas,

glabras y de color verde, amarillo o verde amarillento; las hojas son opuestas de color verde o
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amarillentas, lanceoladas u oblongas; sus flores son pequefias y unisexuales (Vazquez-Collazo
et al., 2006; Garcia-Regalado, 1998).

Estas plantas han sido utilizadas en diferentes partes del mundo como medicina tradicional
contra diversas enfermedades (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Varela et al., 2004; Gonzales
et al., 2000). Asimismo, los extractos de varias especies de Phorandendron han mostrado
tener actividad anticancerigena. También existen reportes sobre el aislamiento de diversos
tipos de metabolitos. Asi, del extracto de P. reichenbachianum se reporté la presencia de
escualeno, trilinoleato de glicerol, a-germanicol, lupeol, [-sitosterol, betulonaldehido,
betulinaldehido, B-sitosteril glucopirandsido, acido morénico, acido mordlico y acido 3,4-seco-
olean-18-en-3,28-dioco, siendo los mayores constituyentes los acidos morénico (21.02%) y
mordlico (0.53%) (Lépez et al., 2013). El acido morénico mostré actividad citotoxica frente a
diversas lineas cancerigenas, con ICsq de 7.9 uM, 8.6 uM y 11.7 uyM sobre adenocarcinoma
colorrectal humano (HCT-15), carcinoma de piel (UISO) y carcinoma nasofaringeo humano
(KB), respectivamente (Ramirez et al., 2011; Rios et al., 2001). En lo que respecta al lupeol,
éste se ha evaluado frente a diversas lineas celulares de cancer: melanoma (MEL-2, CCsp =
39.4 uM; B16 2F2, Clso = 38.0 pM), leucemia (HL60, CCso = 9.9 uM; U937, CCso = 16.8 uM) y
neuroblastoma (NB-1, CCso = 19.7 uM) (Hata et al., 2003; 2002; Setzer y Setzer, 2003).

1.3.2 Phoradendron wattii

Phoradendron wattii Krug & Urb. (Figura 1.1) es una planta nativa del estado de Yucatan,
distribuida en el centro del estado que pertenece a la familia Santalaceae. Sinon6nimo de
Phoradendron vernicosum Greenm. y comUnmente conocida como “caballero” en espanol, y
como k'awis k'k'ew o ya'ax k'ew en maya (Herbario CICY, 2010); es utilizada en la medicina
tradicional maya para el tratamiento de abscesos (Arellano et al., 2003). Esta especie se
encuentra distribuida en Centroamérica, las Antillas y en la Republica Mexicana en los estados
de Chiapas, Colima, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Veracruz y Yucatan,

en este Ultimo principalmente en el centro (Alvarado-Cardenas, 2010).

Es un arbusto, con tallos de ramificacion erecta, glabros y con hojas de color verde y lustrosas,
lanceoladas-ovaladas o elipticas, y frutos ovoides, de ruguloso a verrugoso, de color blanco a
amarillo, los cuales contienen varias semillas incrustadas. Sus flores son discretas, de color
amarillo verdoso de 1-3 mm de didametro. Es una planta hemiparasita, provista de clorofila lo

cual le permite realizar la fotosintesis, pero necesita obtener de su huésped agua y sales por
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medio de su haustorio, en donde sdlo el xilema entra en contacto con el hospedero (Valencia-
Chan, 2018; Alvarado-Céardenas, 2010; Arellano-Rodriguez et al., 2003).

En estudios anteriores llevados a cabo en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY) junto con la Unidad de Investigacion Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), se logro el aislamiento y elucidacién estructural de metabolitos obtenidos partir del
extracto de las partes aéreas de P. vernicosum (sinonimia de P. wattii). Se lograron aislar 20
metabolitos, de los cuales tres resultaron ser novedosos triterpenos de tipo lupano no
reportados con anterioridad: acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (9), acido 3a,23-
dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (10) y &cido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-
20(29)-en-28-oico (11) (Figura 1.2) (Valencia-Chan et al., 2017).

Adicionalmente, estos tres compuestos fueron evaluados contra dos lineas celulares de
leucemia mieloide aguda (HL-60) y crénica (K-562). El acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-oico
tuvo una actividad antiproliferativa en la linea celular K-562 a una concentracion de 50 pg/mL,
mientras que con el acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico se
observd una viabilidad del 24.4% a 100 pg/mL en la linea celular K-562 y el acido 3a,23-
dihidroxi-30-oxolup- 20(29)-en-28-oico presentd arresto en las fases activas del ciclo celular en
G2/M para la linea K562 (datos del grupo no publicados). Debido al potencial aplicativo de los
compuestos aislados en P. vernicosum, es importante conocer el perfil de produccién de los

metabolitos durante las diferentes épocas estacionales.

Figura 1.1 Phoradendron wattii Krug & Urb.
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1.4 Variacion estacional de metabolitos secundarios en las plantas

A pesar de la existencia de controles genéticos, la expresion génica y genotipos, el contenido
total y la proporcion relativa de metabolitos secundarios en las plantas pueden variar a través
del tiempo y del espacio (variaciones estacionales y diarias, asi como distinciones dentro de la
misma planta y entre plantas de la misma especie) en diferentes niveles. La cantidad de
metabolitos presentes en una planta dada puede ser influenciada por factores biologicos y

ambientales, asi como procesos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos y evolutivos.
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Figura 1.2 Compuestos aislados de P. wattii. 1) Lupenona. 2) Acido betulinico. 3) Acido 3-
epi-betulinico. 4) Acido 3a,23-dihidroxi-lup-20(29)-en-28-oico. 5) Betulona 6) Acido
betul6nico. 7) Acido oleandlico. 8) Betulina. 9) Acido 3a,24-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico.
10) Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-0ico.11) Acido 3a,23-O-isopropilidenil-
3a,23-dihidroxilup-20(29)-28-oico. 12) 28-Norlup-20(29)-en-3a,17B-diol. 13) Lupeol. 14) 28-
O-acetilbetulona. 15) Naringenina. 16) 2,3-Dimetilbutano-1,2,3-triol. 17) 2-Metilpentano-
2,3,4-triol.
Las estaciones, el ritmo circadiano, desarrollo de la planta, fenologia, temperatura, altitud,
disponibilidad de agua, radiacion UV, nutrientes, contaminacion, estimulos mecéanicos y
ataques de herbivoros o patégenos son considerados los factores que mas afectan la
ocurrencia de metabolitos en las plantas (Moore et al., 2014; Gouvea et al.,, 2012; Valares

Masa, 2011).
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Llusia et al. (2013) estudiaron la produccion de terpenos en cuatro especies de plantas
(Thymelaea tinctoria, Quercus coccifera, Quercus ilex y Fagus sylvatica) durante distintas
estaciones, reportando un incremento de hasta 15 veces mayor en la produccién de mono y
sesquiterpenos durante el verano con respecto a la primavera. De igual manera, se estudio la
produccion de lupeol en el latex de Calotropis gigantea y en Calotropis procera durante
distintos periodos de tiempo, reportando que la produccién de lupeol en C. gigantea era mucho
mayor durante los meses de agosto-septiembre, mientras que en C. procera la mayor
produccion se daba en los meses de diciembre-enero (Ranade et al., 2018). Asi mismo, se
reporté el aumento de la concentracion de triterpenos y compuestos fendlicos en los meses de
enero y febrero (verano, en el hemisferio sur) en Centella asiatica y sus valores mas bajos en el

invierno y la primavera (Algahtani et al., 2015).

De igual manera, la presencia y concentracion de los metabolitos secundarios encontrados en
una planta pueden variar ampliamente entre sus diferentes tejidos. Comunmente estas
diferencias pueden observarse entre los principales componentes de la planta (raiz, tallos,
hojas, flores y frutos). Sin embargo, en los casos mas extremos, la acumulacion de metabolitos
especificos esta restringida a un tipo celular en especifico. Por ejemplo, los metabolitos de
defensa de las plantas son frecuentemente producidos en tejidos especializados como un
medio de disminuir reacciones autotoxicas en los tejidos circundantes y/o para maximizar la

respuesta ante el ataque de un agresor de una manera espacial especifica (Li et al., 2016).

Esta variacién deja en evidencia la necesidad de conocer los perfiles de produccién de los
metabolitos de tipo terpeno en P. wattii para poder estimar la mejor época de recolecta de la

planta para fines aplicativos.

JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, con un estimado de 9.95
millones de muertes en 2020, segun datos de la OMS. Entre los distintos tipos de cancer, las
leucemias afectan a una gran proporcién de la poblacion joven, siendo un 30% de todos los
canceres infantiles (ACS, 2020). A pesar de que hay varios tipos de tratamientos disponibles,
no se puede asegurar la eficacia de ellos, ademas de que la mayoria de éstos poseen efectos
secundarios adversos. De igual manera, se ha observado una mayor resistencia de las células

cancerigenas ante los agentes quimioterapéuticos tradicionales. Todo esto ha llevado a la
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blusqueda de nuevos compuestos antineoplasicos y los productos naturales ofrecen una

excelente alternativa para el desarrollo de este tipo de tratamientos.

Las plantas han probado ser una gran fuente de metabolitos secundarios con un amplio
espectro de actividades biologicas, incluyendo actividad anticancerigena. Entre los distintos
tipos de estos metabolitos, los terpenos representan una fuente de productos naturales de gran

interés debido a su gran diversidad estructural y a sus distintas actividades bioldgicas.

En este sentido, han sido aislados de P. wattii metabolitos derivados del lupeol con actividad
citotoxica que han mostrado ser efectivos ante lineas celulares de céancer humano. Es
importante resaltar que el perfil de produccién de estos compuestos esta altamente influenciado
por factores abidticos como la temperatura, la radiacion UV y la presencia de agua. La
peninsula de Yucatan presenta estaciones muy marcadas con la presencia de una temporada
seca y una temporada hiumeda, denotadas con condiciones atmosféricas muy diferentes. Al ser
una planta nativa, se espera que la sintesis de metabolitos de tipo lupeol de P. wattii esté

influenciada por estas condiciones.

Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo se evaluara el efecto de las estaciones en la
produccion de triterpenos derivados de lupeol con actividad antiproliferativa de P. wattii en
diferentes lineas de leucemia humana. El objetivo es establecer las bases que nos permitan
entender los procesos de producciéon de metabolitos de la planta, lo que en un futuro pueda

llevar hacia la explotacién biotecnolégica de la planta.

HIPOTESIS

La variaciéon estacional modifica la produccién de triterpenos de tipo lupano y la actividad

antiproliferativa del extracto metandlico de Phoradendron wattii.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variacién estacional y la actividad antiproliferativa de triterpenos de tipo lupano,

obtenidos del extracto metandlico de Phoradendron wattii.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la presencia de triterpenos de tipo lupano en los extractos de los tallos, hojas,
flores y frutos de P. wattii, obtenidos en diferentes periodos de tiempo por medio de

cromatografia liquida de alta resolucion.
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2. Analizar la variacion de triterpenos de tipo lupano en tallos, hojas, flores y frutos de P.
wattii, obtenidos en diferentes periodos de tiempo por medio de cromatografia liquida de
alta resolucion.

3. Evaluar el efecto antiproliferativo de los extractos metandlicos de los tallos, hojas, flores y
frutos de P. wattii, obtenidos en diferentes periodos de tiempo sobre una linea celular de
leucemia.

4. Realizar un analisis multivariado para determinar el periodo de mayor produccién de

metabolitos de P. wattii.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental de este trabajo inicié con la recoleccidon del material vegetal, para
ello se distingui6 entre tallos, hojas y flores y frutos de P. wattii, los cuales fueron recolectados
cada tres meses. Para la obtencién del extracto, se realizé la maceracion del tejido vegetal con
metanol. Este extracto metandlico se analiz6 para determinar la presencia de triterpenos de tipo
lupano mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Para conocer el potencial
antineoplasico de los extractos obtenidos, se evalud su efecto antiproliferativo contra una linea
celular de leucemia humana, asi como en una linea normal de células monociticas humanas.
Se realiz6 un analisis multivariado de los resultados obtenidos para determinar la mejor época

de colecta (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Diagrama general de la estrategia experimental.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1 Procedimientos generales

Los disolventes usados para los experimentos de extraccion fueron de grado industrial,
destilados en el laboratorio. Para recuperacion de los disolventes se utilizaron evaporadores
rotatorios marca Buchi, modelo R-151 de 20 L, y modelo RE-111 de 4 L de capacidad maxima

del matraz.

Para los andlisis de cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (HPLC, por sus
siglas en inglés, o CLAE, en espafiol) se utilizaron disolventes de grado HPLC. Todos los

estandares utilizados durante este andlisis fueron previamente aislados de estudios anteriores.

2.2 Sitio de colecta

Se realiz6 el muestreo del material vegetal de P. wattii en la carretera Sierra Papacal-Chuburna
Puerto. En las coordenadas 21°07°37.3" N, 89°44’36.1” W. La colecta del material vegetal se
realizé cada tres meses durante las estaciones de verano y otofio de 2019 e invierno y
primavera de 2021. Se realiz6 la identificacibon del material vegetal y una muestra
representativa se entregd al herbario U Najil Tikin Xiw (La Casa de la Hierba Seca) del CICY

para su resguardo con el # de voucher 072347.

2.3 Pretratamiento del material vegetal

Para cada una de las colectas, el material vegetal fue separado manualmente en los diferentes
o6rganos. Durante las recolectas se distinguié entre las hojas, los tallos, las flores o los frutos.
Debido a que, dependiendo de la época, la planta presenté menor cantidad de flores o de
frutos, los cuales individualmente fueron insuficientes para el proceso de extraccion utilizado,

se decidio juntar estos dos 6rganos en una sola muestra denominandolos como “F/F”

Para eliminar la mayor cantidad de humedad antes del proceso de extraccion, el material
vegetal fresco se coloco en charolas para secado a temperatura ambiente en la sombra por 48
h. El proceso de secado continud en cdmaras de secado a 40 °C por 24 h. Una vez secos, los
tallos y las hojas fueron triturados utilizando un molino de cuchillas giratorias con una malla No.
10.
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2.4 Obtencidon de los extractos metanoélicos

Para la obtencion de los extractos metandlicos, se realizé la maceracion del material vegetal
seco y molido utilizando metanol a temperatura ambiente por 48 h lejos de la luz solar directa.
El extracto se filtré utilizando un filtro Whatman No. 10 y se concentré utilizando un evaporador
rotatorio (Buchi, modelo RE-111) bajo las siguientes condiciones de presiéon reducida: 150
mbar, rotacion: 50 rpm, bafio caliente: 40 °C, temperatura del enfriador: 1 °C. Este proceso se
repitié dos veces por cada una de las muestras. Finalmente, todos los extractos fueron secados

en su totalidad utilizando una camara al vacio con gel de silice y guardados a 4 °C.

2.5 Anélisis cromatogréafico

Se realizé la cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa en un sistema de
cromatografia liquida Dionex Ultimate 3000 acoplado con una bomba cuaternaria,
automuestrador y un detector de arreglo de diodos a 210 nm. Se empled una columna C18
Hypersil Gold (Thermo) (150 mm x 4.6 mm x 5 ym) acoplada con una guarda columna (Zorbax
Extend C18, Agilent, 4.6 mm x 12.6 mm x 5 ym).

Para la preparacion de la mezcla de estdndares, se prepararon disoluciones madres de 2
mg/mL de cada uno de los estdndares y se tomaron 75 uL de cada una para llevar a un
volumen total de 1.5 mL con metanol (MeOH), dejando a cada estandar con una concentracion
final de 0.1 mg/mL. Asi mismo, cada uno de los diferentes estandares se inyect6 al equipo
CLAE para la identificacion de su tiempo de retencion, utilizando una concentracion de 0.708

mg/mL.

Se realiz6 la corrida utilizando los extractos metandlicos de P. wattii. Para la preparacion de las
muestras se prepar6 una disolucién madre de 5 mg/mL de cada uno de los extractos. De igual
manera, se prepard una disolucion madre de cafeina disuelta en metanol (1 mg/mL) para ser
utilizada como un control interno de corrida. Para la preparacion de la disolucion de trabajo se
tomaron 450 pL de la disolucibn madre de cada una de las muestras y se le adicioné 76 uL de
la disolucién de cafeina, llevando a un volumen final de 1,201 yL con metanol, dejando a cada
una de las muestras con una concentracion final de 1.875 mg/mL del extracto metandlico y 0.06

mg/mL de cafeina. Esto se realiz6 por triplicado.

El volumen de inyeccion fue de 20 pL para cada muestra. La fase mavil inicial consistié en agua
(A)-MeOH (B) (80:20, v/v) a un flujo de 0.95 mL/min con el siguiente gradiente de elucion lineal:

inicial de 80% de A; disminucién a 30% de A en 5 min; disminucién a 15% de A en 5 min;
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aumento al 100% de B en 8 min, manteniéndose por 4 min; regreso a condiciones iniciales en 5

min.

Para la cuantificacion de los metabolitos identificados, se realizaron curvas estandar. Para ello,
se utilizaron distintas concentraciones de cada uno de los estandares (0.0025 a 0.2 mg/mL
para la lupenona y de 0.01 a 0.2 mg/mL para el resto de los metabolitos). Las absorbancias
obtenidas de cada una de las diferentes concentraciones fueron graficadas y se realiz6 una

regresion lineal para obtener la ecuacion de la recta.

2.6 Cultivo celular

Para la elaboracién de los bioensayos se utilizé la linea celular de leucemia humana mieloide
crénica K-562 (ATCC® CCL-243™), al igual que células monociticas de sangre periférica
humana (CMSP). Las células K-562 y CMSP se cultivaron y mantuvieron en medio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640, Gibco, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), 1% de penicilina/estreptomicina y 2.5 pg/mL de anfotericina B. Las células se
mantuvieron en su fase logaritmica y se incubaron en condiciones de cultivo estandar,
humedad atmosférica y 5% de CO, a 37 °C.

2.7 Obtencion de las células monociticas de sangre periférica

La obtencién de células monociticas de sangre periférica humana se realiz6 por el método de
aislamiento por gradiente de Ficol. Para ello, 4 mL de sangre periférica humana se mezcl6 con
volumenes iguales de PBS 1X y de Ficol. Posteriormente, se centrifug6é a 400 x g por 35 min.
Se recuper6 la fase correspondiente a las células mononucleares y se colocé en un microtubo
de 1.5 mL. Se afiadi6é 500 yL de PBS 1X a la suspension celular recuperada y se centrifugé
300 x g por 15 min. Se retir6 el sobrenadante y se le afiadi6 1 mL de PBS 1X a la pastilla
celular recuperada, resuspendiéndola gradualmente. Se centrifugé a 200 x g por 10 min y se
retir6 el sobrenadante. La pastilla celular fue resuspendida en 1 mL de medio de cultivo

completo y éste fue reservado para los analisis 0 para su cultivo.

2.8 Estandarizacion de los bioensayos

Dado que los extractos metandlicos obtenidos tenian una intensa coloracion, se decidi6 realizar

pruebas para corroborar que el color no interfiriera con los resultados. Para ello, se decidié

20




CAPITULO II

utilizar los extractos metandlicos pertenecientes a las hojas y flores colectadas en primavera.
Estos extractos fueron elegidos debido a su intensa coloracién. En placas de cultivo de 12
pozos se incubaron 200,000 células/pozo de la linea celular K-562 con medio RPMI,
suplementado con 10% de SFB, 1% de la disolucién de antibidtico/antimicético y con 200
pg/mL del extracto correspondiente resuspendido previamente en dimetilsulféxido (DMSO),
para una concentracion final del 4% de DMSO en el medio. Se incubé por 48 h en condiciones
de atmosfera humedad y 5% de CO, a 37 °C. Posterior al tiempo de incubacion, las células se
centrifugaron (2,000 rpm x 3 min) y se lavaron con 450 pL de buffer de fosfatos (PBS) y se le
adicion6 50 pL de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para una concentracion final de 500 ng/mL.
Para analizar la viabilidad celular, se utilizé un citometro de flujo (CytoFLEX, Beckman Coulter).

Para la estandarizacion de la cantidad de DMSO, 200,000 células/pozo de la linea celular K-
562 fueron incubadas con medio RPMI, suplementado con 10% de SFB, 1% de la disolucién de
antibidtico/antimicético y con distintas concentraciones de DMSO (1.25, 2.5 y 3.75%).
Posteriormente, se incubaron bajo las mismas condiciones y se prosiguié analizar la viabilidad

celular.

2.9 Andlisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un ANOVA de una via post hoc de una prueba de
comparacion multiple de Tukey, empleando el paquete estadistico Prisma 8 (GraphPad
Software).

2.10 Anélisis de componentes principales

Para el analisis de componentes principales (PCA) se utiliz6 el software gratuito MetaboAnalyst
V. 5.0. Lo primero que se realizé fue una matriz conteniendo las variables a evaluar. Se armé
una matriz de 13 x 61 conteniendo las variables y los resultados obtenidos. Esta matriz se
convirtié a texto libre de formato utilizando el software de Excell de la paqueteria de Office y los
datos se cargaron en el MetaboAnalyst. Se realiz6 la normalizacion de los datos, empleando
primeramente un ajuste de normalizacion utilizando la mediana de cada uno de los grupos de
datos. Posteriormente, se realiz6 una transformacién de la informacién empleando la raiz
cuadrada de cada uno de los datos, para finalmente realizar un escalamiento de la informacion

utilizando la mediana para centrar y dividido por la raiz cuadrada de la desviacion estandar de
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cada una de las variables (Escalamiento de Pareto). Para el analisis de PCA, se utiliz6 la

varianza explicada en 2 y 3 componentes.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS

3.1 Espécimen objeto de estudio

Se decidi6 trabajar con una sola planta durante toda la duracion de este estudio. El ejemplar de
P. wattii utilizado se encuentra ubicado en la carretera Sierra Papacal-Chuburna Puerto en las
coordenadas 21°07°37.3” N, 89°44°36.1” W (Figura 3.1). El espécimen se encuentra en el
camellén de la carretera y su hospedero fue identificado como un ejemplar de Diphysa
yucatanensis, conocido comunmente como “quiebra hacha" y como ts’ uts’ uk en maya. El
clima de Sierra Papacal es tropical calido, himedo, con lluvias en verano (de junio a octubre) y
una temperatura media mensual de 30 °C. De acuerdo con la clasificacion climatica de Képpen,
su clima es tropical de sabana (Aw) y se encuentra en un ecosistema de selva seca. De
acuerdo con la Sociedad Mexicana de la Ciencia del Suelo, en la region centro y norte del
estado predominan los suelos someros, con abundante contenido de piedras y frecuentes
afloramientos de coraza calcarea.

Se lograron obtener las muestras correspondientes a las estaciones de verano y otofio de 2020
y del invierno y la primavera de 2021. Una muestra del ejemplar fue depositada en el herbario
U Najil Tikin Xiw del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, con el nimero 072347.

Figura 3.1 Ejemplar de Phoradendron wattii utilizado en este estudio.
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3.2 Material vegetal de P. wattii

Para cada uno de los muestreos, el material vegetal fue separado. Se distingui6 entre las hojas,
los tallos, las flores o los frutos (Figura 3.2). Debido a que dependiendo de la época la planta
presenté menor cantidad de flores o de frutos, los cuales individualmente fueron insuficientes
para el proceso de extraccion utilizado, se decidid juntar estos dos tejidos denominando a los
extractos provenientes de esta mezcla como “F/F”. La presencia de hojas, flores o frutos en la
planta durante las diferentes épocas de cosecha se presentan en la Figura 3.3, observandose
un incremento a partir de enero de los frutos hasta llegar a su maximo entre los meses de junio
y julio, para disminuir completamente en el mes de octubre. En lo que respecta a las flores,
éstas presentaron un comportamiento opuesto al de los frutos, siendo su maximo en los meses
de diciembre y enero para ir disminuyendo conforme se aproxima a los meses mas calidos.
Hay que sefalar que, aunque si se observé una marcada disminucion de la incidencia de
flores, en todos los meses registrados se tuvo la presencia de éstas. En cuanto a las hojas,

éstas se mantuvieron constantes durante todo el afio sin cambios aparentes.

Figura 3.2 Diferentes tejidos de P. wattii. A) Seccion de la planta con flores. B) Seccion de
la planta con fruto. C) Tamafos y morfologia de las hojas.
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Figura 3.3 Incidencia de los diferentes tejidos de P. wattii a través del afio.

3.3 Obtencidon de los extractos metanélicos

Se obtuvieron extractos crudos de un color verde oscuro, espeso y de apariencia lustrosa
procedentes de las hojas y los tallos. Mientras que los provenientes de F/F tuvieron una
coloracién café (Figura 3.4). Durante el pretratamiento del material vegetal, los extractos
procedentes de la estacién de verano tuvieron el mayor rendimiento en masa con respecto a la
masa del material vegetal original seguido de la primavera (95 y 92.6%, respectivamente).
Durante esta etapa, los tallos y las hojas fueron los tejidos que méas rendimiento tuvieron (92%
para ambos). Durante la etapa de obtencion del extracto metandlico, los procedentes de las
estaciones de primavera y otofio tuvieron el mayor rendimiento en masa con respecto a la
masa del material vegetal seco (13.0 y 12.3%, respectivamente) y fueron los extractos
obtenidos de las hojas y F/F los que tuvieron mayor rendimiento en esta etapa (13.75 y
11.25%, respectivamente). De manera general, el pretratamiento del material vegetal tiene un
rendimiento del 92% vy la obtencion de extracto metandlico crudo un 12%. Cada una de las
masas registradas en las etapas del pretratamiento y de la obtencion del extracto metandlico se

presentan en el Anexo |.
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Figura 3.4 Extractos metandlicos crudos de P. wattii. 1) Flores y frutos (F/F), 2) tallos y 3)
hojas. A) verano, B) otofio, C) invierno y D) primavera.

Tabla 3.1. Rendimientos del pretratamiento del material vegetal y obtencién del extracto
metandlico de P. wattii.

Pretratamiento Obtencion del extracto metandlico

Colecta  Organodelaplanta % Colecta  ©Organo %
Verano Verano
F/F 97 F/F 9
Tallos 95 Tallos 9
Hojas 93 Hojas 4
Otofio F/F 80 Otofio F/F 13
Tallos 90 Tallos 9
Hojas 94 Hojas 15
Invierno FIF 94 Invierno F/F 10
Tallos 92 Tallos 1
Hojas 88 Hojas 22
Primavera F/F 93 Primavera F/F 13
Tallos 91 Tallos 10
Hojas 94 Hojas 14
Total 92 Total 11

3.4 Identificacién de los tiempos de retencion de los estandares

Se logré una buena identificacion de las sefiales provenientes de la mezcla de estandares
utilizada. Se emplearon nueve compuestos de tipo lupano previamente aislados de P. wattii. Se
utilizé lupenona (1), acido betulinico (2), acido 3-epi-betulinico (3), acido 3a,23-dihidroxilup-
20(29)-en-28-oico (4), acido betulénico (6), betulina (8), acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-
en-28-oico (10), é&cido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-28-oico (11), 28-O-

acetilbetulona (14) y adicionalmente cafeina como un estandar interno (El) en cada uno de los
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experimentos. Se utilizé una concentracién final de 0.1 mg/mL de cada uno de los estandares y
el espectro de la cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (CLAE-FR) de la
mezcla se presenta en la Figura 3.5. Como se puede observar en el cromatograma, el tiempo
de retencion (tg) del estandar 10 fue muy cercano a una sefal en la linea base producto del
cambio de gradiente en los disolventes utilizados. Para su analisis, se sustrajo el area del pico
de esta linea base al area obtenida de la sefial del estandar 10. Para los analisis posteriores,
se realizd esta misma estrategia para los casos en los que se haya requerido. Para el resto de
los estédndares se logré obtener los diferentes tg, los cuales se presentan en la Tabla 3.2. Los
cromatogramas para la identificacion del tg de cada uno de los estandares se presentan en el
Anexo Il

114

2
i A3 6

Figura 3.5 Cromatograma de CLAE-FR de la mezcla de estandares. Mezcla de estandares
utilizados (azul). lupenona (1), acido betulinico (2), acido 3-epi-betulinico (3), acido 3a,23-
dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (4), acido betuldnico (6), betulina (8), acido 3a,23-dihidroxi-
30-oxolup-20(29)-en-28-oico (10), acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23-dihidroxilup-20(29)-
28-oico (11), 28-O-acetilbetulona (14), estandar interno (El). Inyeccién de metanol (rojo).
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Tabla 3.2 Tiempos de retencion (tg) de los estandares utilizados.

Estandar tr (Min)

Betulina (8) 10.18
Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (10) 12.02
Acido 3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (4) 14.63
Acido 3-epi-betulinico (3) 16.19
Acido betulinico (2) 17.22
Acido betulénico (6) 18.08
Acido 3a,23-O-isopropilidenil-3a,23- dihidroxilup-20(29)-28-oico 19.63
(11)

28-O-Acetilbetulona (14) 20.25
Lupenona (1) 23.33
Cafeina (El) 5.84

3.5 Identificacién de los metabolitos presentes en las diferentes colectas de P. wattii

Para la identificacion de los diferentes metabolitos en las colectas de P. wattii se obtuvieron
cromatogramas empleando las mismas condiciones cromatograficas utilizadas en el andlisis de
los estandares. Se utiliz6 una concentracién final del extracto metandlico de 1.875 mg/mL y
0.06 mg/mL de cafeina disueltos en metanol. En total, se lograron identificar cinco metabolitos
en las diferentes muestras obtenidas de los diferentes periodos, siendo betulina (8), acido
3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (10), acido betulinico (2), acido betulénico (6) y
lupenona (1) (Figura 3.6). Se encontrd una variacion en la presencia de los metabolitos en las
diferentes épocas de colecta y en los tejidos analizados. En cuanto a la complejidad de los
extractos por su fecha de colecta, en los cromatogramas de los extractos de las estaciones de
primavera y otofio se identificd el mayor nimero de metabolitos (cuatro), mientras que en los
correspondientes a los extractos de verano y de invierno sélo se pudieron identificar tres. En lo
referente al nUmero de compuestos en los extractos por 6rgano de la planta, a lo largo del afio
se encontraron los cinco metabolitos identificados en las diferentes muestras de F/F, tallos y
hojas de P. wattii. La complejidad de cada una de las muestras analizadas se presenta en la
Figura 3.7. Los cromatogramas de CLAE-FR obtenidos de cada una de las muestras

analizadas se presentan en el anexo lIl.
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Figura 3.6 Cromatograma obtenido por CLAE-FR de los extractos metandlicos de P. wattii.
Mezcla de estandares (azul): Betulina (8), Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-
oico (10), Acido betulinico (2), Acido betuldnico (6), Lupenona (1), Cafeina (El). Diferentes
colectas de los tallos de P. wattii (Negro). A) primavera 2021, B) verano 2020, C) otofio
2020, D) invierno 2021. Inyeccién de metanol (rojo).
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Figura 3.7. Complejidad de los extractos metandlicos de las diferentes colectas de P wattii.

3.6 Variacién estacional de los triterpenos de P. wattii

Para el andlisis de los cinco triterpenos identificados, se realizaron curvas estandar de cada

uno para poder obtener una concentracién definida. Para ello, se utilizaron distintas

concentraciones (0.0025 a 0.2 mg/mL para la lupenona y de 0.01 a 0.2 mg/mL para el resto de
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los metabolitos) de cada uno de los estandares. Se lograron las regresiones lineales en el
rango de concentraciones estudiadas y las ecuaciones de cada uno se presentan en la Tabla

3.3. Las graficas de las curvas estandar se presentan en el Anexo IV.

Tabla 3.3 Ecuaciones de las regresiones lineales de las curvas estandar.

Estandar Ecuacion Valor der

Betulina (8) y =0.002x + 0.0767 0.998
Acido 3a,23-dihidroxi-30- y = 188.29x — 4.3299 0.999
oxolup-20(29)-en-28-oico

(10)

Acido betulinico (2) y = 568.18x — 42.184 0.999
Acido betulénico (6) y = 37.708x — 0.1969 0.998
Lupenona (1) y =51.884x — 0.1645 0.999

Una vez obtenidas las concentraciones correspondientes de cada uno de los triterpenos
identificados con la cromatografia, se relacioné con la cantidad de extracto utilizado para los
andlisis y con los rendimientos de la obtencion del extracto metandlico correspondiente con
respecto al material vegetal seco (MS) utilizado. De esta manera, se logré obtener la cantidad
de cada uno de los metabolitos con respecto a la masa del material vegetal.

En cuanto al contenido individual de cada uno de los triterpenos con respecto a la estacion de
afo, solo se detecto la presencia de betulina durante la estacién de la primavera, sin embargo,
la concentracion de ésta fue casi igual a la suma total de los demas metabolitos encontrados en
esta estacion (15.66 + 1.23 mg/g MS). En lo que respecta al acido betulinico, se observé un
incremento en el otofio con respecto al verano, pero en las estaciones de invierno y primavera
no se pudo detectar. El acido betuldénico presentdé un comportamiento opuesto al acido
betulinico al tener un incremento durante el invierno y la primavera y no detectarse durante el
verano y otofio. Se pudieron registrar durante todas las estaciones medidas del acido 3a,23-
dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico, registrando un aumento del metabolito durante el verano
y el otofio y una disminucién en el invierno con respecto a la concentracion obtenida en la
primavera. La lupenona estuvo presente durante todas las estaciones medidas registrando un
ligero aumento durante el otofio (Figuras 3.8-3.12). En cuanto a la variacién de los metabolitos
con respecto al érgano de la planta, se encontré un aumento de la betulina en las flores y frutos
(F/F) y en las hojas de la planta. Se registr6 una mayor concentracion de los acidos betulinico,
betulénico y 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico en las hojas durante las estaciones
estudiadas y se obtuvo la mayor cantidad de lupenona en los tallos de la planta. De igual

manera, se obtuvo el registro de los maximos absolutos de cada uno de los metabolitos, siendo
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en las hojas en primavera para la betulina de 8.46 mg/g, en los tallos en verano para el acido
3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico de 7.0 mg/g, hojas en verano para el acido

betulinico de 7.7 mg/g, hojas en invierno para el acido betulénico de 5.07 mg/g y tallos en otofio
para la lupenona de 2.44 mg/g (Tabla 3.4).
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Figura 3.8 Variacién estacional de betulina en P. wattii. Concentracion de betulina por g de
material vegetal seco (MS) en las muestras de F/F (flores y frutos), tallos y hojas durante las
diferentes colectas de la planta. Para la comparacién entre los diferentes érganos se realiz6
un ANOVA de dos vias post hoc de una prueba de comparacién multiple de Tukey. Los
valores seguidos de un asterisco (*) son significativamente diferentes; *p < 0.001.
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Figura 3.9 Variacion estacional de acido betulinico en P. wattii. Concentracion de acido
betulinico por g de material vegetal seco (MS) en las muestras de F/F (flores y frutos), tallos
y hojas durante las diferentes colectas de la planta. Para la comparacion entre los diferentes
organos se realizé un ANOVA de dos vias post hoc de una prueba de comparacién multiple

de Tukey. Los valores seguidos de un asterisco (*) son significativamente diferentes; *p <
0.05; ***p < 0.001.
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Figura 3.10. Variacion estacional de acido betulénico en P. wattii. Concentracion de acido
betulénico por g de material vegetal seco (MS) en las muestras de F/F (flores y frutos), tallos
y hojas durante las diferentes colectas de la planta. Para la comparacion entre los diferentes
organos se realizé6 un ANOVA de dos vias post hoc de una prueba de comparacién multiple
de Tukey. Los valores seguidos de un asterisco (*) son significativamente diferentes; *p <
0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Figura 3.11 Variacion estacional del acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico en
P. wattii. Concentracién del acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico por g de
material vegetal seco (MS) en las muestras de F/F (flores y frutos), tallos y hojas durante las
diferentes colectas de la planta. Para la comparacion entre los diferentes 6rganos se realizo
un ANOVA de dos vias post hoc de una prueba de comparacion multiple de Tukey. Los
valores seguidos de un asterisco (*) son significativamente diferentes; **p < 0.01; ***p <
0.001.
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Figura 3.12 Variacion estacional de lupenona en P. wattii. Concentracién de lupenona por g
de material vegetal seco (MS) en las muestras de F/F (flores y frutos), tallos y hojas durante
las diferentes colectas de la planta. Para la comparacion entre los diferentes érganos se
realiz6 un ANOVA de dos vias post hoc de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
Los valores seguidos de un asterisco (*) son significativamente diferentes; *p < 0.05; **p <
0.01; ***p < 0.001.

Los compuestos mayoritarios en las muestras de flores y frutos de las distintas estaciones
fueron el éacido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y la betulina (40.3 y 22.6%,
respectivamente). Los acidos 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y betulénico (43.5 y
21.9%, respectivamente) fueron los principales componentes en los tallos durante las distintas
estaciones. Y finalmente, los &cidos 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y betulinico
resultaron ser los principales metabolitos identificados en las hojas (29.3 y 30.5%,
respectivamente). Contemplando todas las muestras, los metabolitos mayoritarios presentes en
la planta fueron los acidos 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y betulinico siendo el
36.3 y el 21.8% de los triterpenos obtenidos (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Variacion estacional de triterpenos de tipo lupano en P. wattii. Concentracion
total de los triterpenos de tipo lupano por g de material vegetal seco (MS) durante las
diferentes estaciones del afio y en los diferentes érganos de P. wattii. Porcentaje de cada
uno de los triterpenos registrados durante todo el afio con respecto al total de triterpenos
obtenidos.

Tabla 3.4 Variacién estacional de triterpenos de tipo lupano de P. wattii.

Verano Otofio Invierno Primavera
F/F (mg/g MS)
8 ND ND ND 794191
a a b (4
10 4.2+0.25 43+0.32 1.14 +0.08 3.2+0.24
ND 4.4+0.01 ND ND
a a b
ND 1.32 +0.14 1.35+0.07 2.72+0.31
a b
ND ND 1.64 +0.20 0.33 + 0.004
Tallos (mg/g MS)
8 ND ND ND 0.005 + 0.0005%
10 7.00 +0.72° 1.86 +0.18" 1.26 + 0.09° 1.98+0.17°
2 ND 4.85 +0.01% ND ND
6 ND 0.46 +0.03° 3.74+0.12° 1.91+0.18%
1 1.44 + 0.06% 2.44 +0.09° 0.29 +0.01° 0.58 + 0.08"
Hojas (mg/g MS)
8 ND ND ND 8.46 + 1.20°
10 3.30 +0.62° 5.95 +0.19° 2.09 +0.13° 2.00 + 0.06°
2 7.7+0.01° .6.09 + 0.01° ND ND
6 ND ND 5.07 + 0.26° 2.33 £0.03°
1 0.58 + 0.06" 0.69 + 0.06° 0.55 + 0.04° 1.08+0.11°

La informacion es presentada como la media + desviacion estandar (DE) (n = 3).
Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencia significativa entre
diferentes estaciones. Método de Turkey, andlisis de varianza (ANOVA) (p < 0.05).
ND: no detectado. Betulina (8), Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico
(10), Acido betulinico (2), Acido betul6nico (6), Lupenona (1).
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3.7 Relacion entre la variacion de triterpenos y las condiciones climatoldégicas

Se realizo el registro de las condiciones climatoldgicas durante las fechas de colecta (Anexo V).
Se pudo encontrar una relacién entre la variacién de los distintos triterpenos y las condiciones
climatolégicas propias de cada estacion. La mayor cantidad de triterpenos se obtuvo durante
las estaciones de otofio y primavera. Las cuales corresponden a los meses de octubre y abril,
respectivamente. Al comparar las condiciones climatolégicas presentes en esas estaciones, se
puede observar una relacion que indica que bajo condiciones de alta precipitacion y una
temperatura media se propicia la sintesis de los acidos 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-
oico, betulinico y la lupenona. Mientras que una elevada temperatura y una escasa
precipitacién esta relacionada con la sintesis de betulina y acido betuldnico. Para poder
corroborar la relacion de estas variables, se realiz6 una regresion lineal entre el total de
triterpenos con la precipitacion, el periodo de luz natural y la temperatura. Los resultados
mostraron que la variable medida que mas se relaciona con la sintesis de triterpenos es la
temperatura, con un valor del coeficiente de correlacion de Pearson de 0.77, situdndolo en un
nivel de correlacion alta positiva. La precipitacion y el periodo de luz igualmente obtuvieron
correlaciones positivas, sin embargo, el nivel de correlacion entre estas variables y el contenido

total de triterpenos fue menor (media y baja, respectivamente) (Figuras 3.14 y 3.15)
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Figura 3.14 Correlaciones de la temperatura con el total de triterpenos. Correlacion de
Pearson entre la temperatura (°C) y el total de triterpenos obtenidos por g de material
seco (MS) de P. wattii.
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Figura 3.15 Correlaciones de las diferentes variables con el total de triterpenos. Correlacién
de Pearson entre la A) la precipitacién (mm) y B) el periodo de luz (min) registrados y el
total de triterpenos por g de material seco (MS) de P. wattii.

3.8 Estandarizacion de los bioensayos

Se realizaron dos experimentos para estandarizar las condiciones de los bionensayos. Dado
que los extractos metandlicos obtenidos tenian una intensa coloracion, esta podria ocasionar
una interferencia en el andlisis de citometria de flujo. Se decidi6 realizar pruebas para
corroborar que el color de los extractos no interfiriera con los resultados. Para ello, se decidio
utilizar los extractos metandlicos pertenecientes a las hojas y flores de la primavera. Estos
extractos fueron elegidos debido a su intensa coloracion. Se empled la linea celular de
leucemia mieloide cronica K-562 y se incubd con 200 pg/mL de cada uno de los extractos por

un periodo de 48 h y posteriormente las células fueron incubadas utilizando DAPI y empleando
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citometria de flujo. Los resultados mostraron que la coloracién del extracto no tuvo un efecto en
el andlisis por citometria de flujo (Figura 3.16A). Sin embargo, se observé que la concentracion
de dimetilsulféxido (DMSO) que se utilizd tenia un efecto en la viabilidad celular. En un
segundo experimento, se probaron distintas concentraciones de DMSO en el medio de cultivo
(1.25, 2.5 y 3.75%). Los resultados indicaron que una concentracion mayor al 1.25% de DMSO
en el medio afectaba significativamente la viabilidad celular con respecto del control sin
tratamiento (Figura 3.16B). Por lo que para los bioensayos se decidio utilizar una concentracion
menor a ésta. Los resultados obtenidos de la citometria de flujo de la etapa de estandarizacion
se presentan en el Anexo VI.
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Figura 3.16 Estandarizacion de las condiciones de los bioensayos utilizando citometria de
flujo. Viabilidad celular de la linea de leucemia mieloide cronica K-562. A) Interferencia de la
coloracién del extracto metandlico con el ensayo. B) Efecto de la concentraciébn de
dimetilsulféxido (DMSO) en la viabilidad celular de K-562. Para la comparacién entre los
diferentes tratamientos y el control se realiz6 un ANOVA de una via post hoc de la prueba
de comparacion mdaltiple de Tukey. Los valores seguidos de asterico (*) son
significativamente diferentes del control sin tratamiento. *p < 0.05.
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3.9 Actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos de P. wattii

Para comprobar el efecto antiproliferativo de los extractos obtenidos, se sembré una
concentracion de 3 x 10° células de la linea K-562 en placas de cultivo celular de 12 pozos. Las
células se incubaron con medio enriquecido con distintas concentraciones de los extractos a
evaluar (62.5, 125, 250, 500 ug/mL) y se incubaron por 48 h. Los resultados mostraron que si
hubo un efecto de los extractos en la linea K-562. Se encontré una disminucion de la viabilidad
celular en los extractos de las hojas de todas las estaciones analizadas en las concentraciones
de 250 y 500 ug/mL. El extracto de las hojas de verano presentd una disminucién de la
viabilidad con una concentracion minima de 125 pg/mL y fue éste mismo el que obtuvo la
mayor inhibicion de la viabilidad celular (50.85 + 4.68%). De igual manera, se obtuvo una
disminucion de la viabilidad celular (60.99 + 3.00%) con el extracto de F/F de verano en su
maxima concentracién (500 pg/mL). El resto de los extractos analizados, F/F y los tallos de las
distintas estaciones, no presentaron una diferencia significativa con respecto a los controles
(Figuras 3.17-3.19). Los resultados obtenidos de la citometria de flujo se presentan en el Anexo
VII.
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Figura 3.17 Efecto antiproliferativo de los extractos de verano de P. wattii en la linea celular
K-562 utilizando citometria de flujo. Efecto antiproliferativo de los extractos de verano de las
flores y frutos (F/F), tallos y hojas de P. wattii en la linea celular de leucemia mieloide
cronica (K-562). Para la comparacion entre los diferentes extractos se realiz6 un ANOVA de
una via post hoc de una prueba de comparacién multiple de Tukey. Los valores seguidos de
asterisco (*) son significativamente diferentes del control sin tratamiento. *p < 0.05.
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Figura 3.18 Efecto antiproliferativo de los diferentes extractos de P. wattii en la linea celular
K-562 utilizando citometria de flujo. Efecto antiproliferativo de los extractos de A) otofio, B)
invierno de las flores y frutos (F/F), tallos y hojas de P. wattii en la linea celular de leucemia
mieloide crénica (K-562). Para la comparacion entre los diferentes extractos se realizé un
ANOVA de una via post hoc de una prueba de comparacion multiple de Tukey. Los valores
seguidos de asterisco (*) son significativamente diferentes del control sin tratamiento. *p <
0.05.

39




CAPITULO 1l

Primavera
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Figura 3.19 Efecto antiproliferativo de los extractos de primavera de P. wattii en la linea
celular K-562 utilizando citometria de flujo. Efecto antiproliferativo de los extractos de
primavera de las flores y frutos (F/F), tallos y hojas de P. wattii en la linea celular de
leucemia mieloide cronica (K-562). Para la comparacion entre los diferentes extractos se
realiz6 un ANOVA de una via post hoc de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
Los valores seguidos de asterisco (*) son significativamente diferentes del control sin
tratamiento. *p < 0.05.

3.10 Efecto antiproliferativo de los extractos metandlicos de P. watti en CMSP

Conociendo el efecto de los extractos metandlicos de P. wattii en la linea cancerigena, ahora
se comprob6 su efecto en células normales. Para ello, se utilizaron células monociticas de
sangre periférica humana (CMSP). Se utilizé la maxima concentracion de los extractos (500
pMg/mL) de F/F de verano y de las hojas de todas las estaciones, los cuales mostraron tener un
efecto en la linea celular cancerigena K-562. Las CMSP fueron incubadas en las mismas
condiciones que las K-562. Como se ve en la Figura 3.20, se tuvo un efecto estadisticamente
significativo en la viabilidad celular de las CMSP en los extractos de F/F de verano y en las
hojas de las estaciones de verano, otofio e invierno, siendo el extracto de las hojas de verano
el que obtuvo una mayor disminucién de la viabilidad celular de CMSP (91.20%). El extracto de
las hojas de primavera no tuvo una diferencia significativa con respecto del control sin
tratamiento con una viabilidad celular de 97.53%. Los resultados de las citometrias de flujo de

las CMSP se presentan en el Anexo VIII.
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Figura 3.20 Efecto antiproliferativo de los extractos de P. watti en CMSP utilizando
citometria de flujo. Efecto antiproliferativo de los extractos de flores y frutos (F/F) y hojas de
P. wattii (500 pg/mL) en células monociticas de sangre periférica humana (CMSP). Para la
comparacion entre los diferentes extractos se realizé un ANOVA de una via post hoc de una
prueba de comparacion mdltiple de Tukey. Los valores seguidos de asterisco (*) son
significativamente diferentes del control sin tratamiento. *p < 0.05.

Comparando los resultados obtenidos de la viabilidad de los extractos de P. wattii contra ambos
tipos celulares, se puede observar que el extracto que tuvo la mayor actividad antiproliferativa
para ambos casos fue el de las hojas de la estacion de verano con una viabilidad de casi el
50% para las K-562 y del 91% para las CMSP (Tabla 3.5). El extracto que obtuvo la menor
actividad antiproliferativa fue el de las hojas de invierno con un casi un 64% de viabilidad en el
caso de las K-562 y en las CMSP fue el de las hojas de primavera el Gnico extracto que no tuvo
diferencia significativa con respecto al control sin tratamiento con una viabilidad del 97%. Se
calcul6 el indice de selectividad (IS) de los extractos al dividir la viabilidad celular de CMSP
entre la viabilidad de las células cancerigenas. Los mayores indices lo obtuvieron los extractos
provenientes de las hojas de verano y de la primavera con 1.79 y 1.63, respectivamente. El

menor IS lo obtuvo el extracto proveniente de las hojas de invierno con un valor de 1.49.
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Tabla 3.5 Efecto antiproliferativo e indice de selectividad de los diferentes
extractos de P. wattii."

Extracto metandélico Viabilidad (%)

(500 pg/mL) K-562 CMSP
F/F verano 60.99 + 3.00* 94.31 +£1.19*
Hojas verano 50.85 £ 4.68* 91.21 £ 0.32*
Hojas otofio 60.73 £ 3.81* 94.54 + 0.98*
Hojas invierno 63.84 + 2.04* 95.24 + 0.27*
Hojas primavera 59.78 + 4.67* 97.56 +0.55
Etopdsido (ICso pg/mL) 98.01* >200

! La informacién es presentada como la media + desviacién estandar (DE) (n
= 4). Para la comparacion entre los diferentes extractos se realiz6 un ANOVA
de una via post hoc de una prueba de comparacién multiple de Tukey. Los
valores seguidos de asterisco (*) son significativamente diferentes del control
sin tratamiento. *p < 0.05. ** IS = % viabilidad del extracto (500 mg/mL)
respectivo contra células monociticas de sangre periférica humana (CMSP)/%
viabilidad del extracto (500 mg/mL) respectivo contra la linea células de
leucemia mieloide cronica (K-562).

3.11 Analisis de componente principales

Para poder relacionar los resultados de la variacién estacional, las condiciones climaticas y la
actividad antiproliferativa se decidid6 hacer un analisis multivariado. Se utilizé el software
MetaboAnalyst V. 5.0 y se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas
en inglés), ya que este andlisis nos permite observar la magnitud de cémo las diferentes
variables estan relacionadas entre si. Se realiz6 una matriz de datos incluyendo la actividad
antiproliferativa de las células K-562 (AA); la concentracion total de triterpenos (CT); la
concentracion de cada uno de los triterpenos identificados: betulina (BE), acido 3a,23-dihidroxi-
30-oxolup-20(29)-en-28-oico (OX), acido betulinico (ABI), acido betulénico (ABO) y lupenona
(LUP); las condiciones climéaticas; temperatura (T); precipitacion (LL); y periodo de luz (LU). Los
resultados mostraron que el nivel de varianza con dos componentes en el andlisis era de mas
del 85% y con tres componentes aumentaba hasta el 93% (Figura 3.21). La matriz de datos y la

normalizacion de éstos utilizando el software se presentan en el Anexo IX.

El andlisis de PCA nos muestra de una manera grafica qué tan relacionadas estan las variables
en un grupo. En el plano, mientras graficamente estén mas cercanas las variables entre si
significa que tienen un nivel de correlaciébn mas alto que las que estan alejadas de la misma.
Analizando los dos primeros componentes (Figura 3.22), al dividir el plano en diferentes

cuadrantes se puede observar que las variables BE y ABI tienen la menor relacion al estar en
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cuadrantes opuestos (IV y Il, respectivamente) del resto de las variables agrupadas en el

cuadrante |.
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Figura 3.21 Proporcion de varianza explicada como la proporcion de varianza acumulada
por cada componente principal.
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Figura 3.22 Plano bidireccional del andlisis de componentes principales. Actividad
antiproliferativa de las células K-562 (AA), la concentracion total de triterpenos (CT), la
concentracién de cada uno de los triterpenos identificados; betulina (BE), acido 3a,23-
dihidroxi-30-0xolup-20(29)-en-28-oico (OX), acido betulinico (ABI), acido betulénico (ABO) y
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lupenona (LUP) y las condiciones climaticas: temperatura (T), precipitacion (LL) y periodo de
luz (LU).

Figura 3.23 Plano bidireccional de los vectores del andlisis de componentes principales.
Grupos de las estaciones de verano (V), otofio (O), invierno (l) y primavera (P) y las flores y
frutos (F), tallos (T) y hojas (H) de las diferentes muestras de P. wattii. Variables de
actividad antiproliferativa de las células K-562 (AA), la concentracion total de triterpenos
(CT), la concentracion de cada uno de los triterpenos identificados; betulina (BE), acido
3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (OX), acido betulinico (ABI), &cido betulénico
(ABO) y lupenona (LUP) y las condiciones climaticas: temperatura (T), precipitacion (LL) y
periodo de luz (LU).

Al continuar examinando el plano de la Figura 3.22, en el cuadrante | se puede observar que
existe un grupo muy relacionado de variables entre si excluyendo a ABO y LL. Al analizar el
siguiente plano del analisis, se encontré cuatro distintas agrupaciones de los vectores. El
primer grupo fue formado por los vectores que representan a las muestras de las hojas de
verano (VH), flores y frutos de otofio (OF), tallos de otofio (OT) y hojas de otofio (OH). El
segundo grupo fue formado por los tallos y las flores y frutos del verano (VF y VT,
respectivamente). El siguiente grupo fue conformado por las hojas y las flores y frutos de la
primavera (PH y PF, respectivamente). El Gltim6 grupo se formé con las muestras de las hojas

y tallos de la primavera (IH e IT, respectivamente) y por los tallos de la primavera. Fue en esta
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Gltima agrupacién donde se relaciondé un mayor nimero de variables. Para analizar con mas
profundidad estos datos, se incorpordé una componente mas al PCA. Como podemos ver en la
Figura 3.24, las variables que mas se relacionaron del grupo fueron AA, T, LU y CT seguidas
de LUP y OX. La interpretacion de estos resultados nos indica que la actividad antiproliferativa
de los extractos de P. wattii esta altamente relacionada con la temperatura y el periodo de luz al
cual fue sometida la planta al igual que a la produccion total de triterpenos. De la misma
manera, estos resultados indican que de los triterpenos analizados los que mas probablemente
tengan una influencia en la actividad antiproliferativa de K-562 sean la lupenona y el acido
3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico.
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Figura 3.24 Plano tridimensional del analisis de componentes principales. Actividad
antiproliferativa de las células K-562 (AA), la concentracion total de triterpenos (CT), la
concentracion de cada uno de los triterpenos identificados: betulina (BE), acido 3a,23-
dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (OX), acido betulinico (ABI), acido betul6nico (ABO) y
lupenona (LUP) y las condiciones climaticas: temperatura (T), precipitacién (LL) y periodo de
luz (LU).
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CAPITULO IV

DISCUSION

4.1 Variacién estacional de los extractos de Phoradendron wattii

A pesar de la existencia de controles genéticos, la expresion génica y genotipos, el contenido
total y la proporcion relativa de metabolitos secundarios en las plantas pueden variar a través
del tiempo y del espacio (variaciones estacionales y diarias, asi como distinciones dentro de la
misma planta y entre plantas de la misma especie) en diferentes niveles. La cantidad de
metabolitos presentes en una planta dada puede ser influenciada por factores biologicos y
ambientales, siendo los factores que mas afectan la sintesis de metabolitos en las plantas las
estaciones, el ritmo circadiano, desarrollo de la planta, fenologia, temperatura, altitud,
disponibilidad de agua, radiacibn UV, nutrientes, contaminacién, estimulos mecanicos y
atagues de herbivoros o patégenos (Moore et al., 2014; Gouvea et al., 2012; Valares-Masa,
2011).

Ante las variaciones del clima, se presenta una serie de cambios metabdlicos en las plantas.
De manera general, las plantas han desarrollado respuestas que les permiten tolerar diferentes
niveles de déficit de agua y temperatura, que van desde un estrés hidrico leve, hasta aquellas
que les permiten sobrevivir a temporadas de sequia prolongada. Estas pueden ser respuestas
a nivel morfologico, anatomico, celular y molecular que permiten a las plantas tolerar y
adaptarse al estrés. Estas respuestas incluyen modificaciones en el crecimiento, el desarrollo
del metabolismo C4 y CAM, cierre de estomas y cambios en la expresion de genes, incluyendo
los que codifican proteinas potencialmente protectoras, enzimas clave en la via de sintesis de
osmolitos, enzimas antioxidantes y factores de transcripcién que regulan la expresion de genes

inducida por el estrés (Moreno, 2009).

Ante el estrés osmoético, aumenta la expresion de sintasas de triterpenos. Nasrollahi et al.
(2014) reportaron el aumento de los niveles de expresion de la enzima escualeno sintasa
debido al estrés hidrico, indicando un aumento en la sintesis de los precursores de triterpenos
pentaciclicos y directamente aumentando la concentracion de metabolitos secundarios en la
planta. De igual manera, se encontrd un incremento en los niveles de expresion de la enzima

lupeol sintasa y otras enzimas involucradas en la sintesis de triterpenos al igual que el
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contenido fitoquimico en Glycyrrhiza glabra bajo condiciones de aumento de temperatura y

salinidad.

En este estudio, se encontré6 una variacibn estacional cualitativa y cuantitativa de la
composicion de metabolitos de los extractos metandlicos de P. wattii. Se presenté una marcada
variaciobn en la presencia y concentracion de los diferentes triterpenos analizados. Las
estaciones con mas concentracion de triterpenos resultaron ser el otofilo y la primavera,
aumentando significativamente la sintesis de acido betulinico, lupenona y del acido 3a,23-
dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico durante la primera estacion y de betulina y del &cido
betuldnico durante la segunda.

Comparando ahora los resultados obtenidos de cada uno de los triterpenos identificados con lo
reportado en estudios previos en P. wattii, Garcia-Camara (2013) pudo identificar la presencia
de &cido betulinico en Phoradendron vernicosum (sinénimo de P. wattii) durante el otofio,
aunque el rendimiento total y la proporciéon de éste fue diferente a lo obtenido (0.02 mg/g MS).
Valencia-Chan (2018) pudo aislar los cinco triterpenos de tipo lupano presentados en este
trabajo durante la estacion de otofio, aunque de nuevo las cantidades que se obtuvieron

variaron con este estudio.

Por otra parte, se ha investigado el efecto de los periodos de tiempo en la concentracion de
metabolitos activos en P. wattii, encontrandose un incremento en la concentracion de betulina
durante la canicula (julio) en comparacion de las temporadas lluviosa (octubre) y seca
(diciembre). De manera opuesta, se encontrd una disminucion de los acidos 3a,23-dihidroxi-30-
oxolup-20(29)-en-28-oico durante la misma estacién en comparacion con las estaciones seca y
lluviosa, mientras que el acido betulinico, betulénico y la lupenona reportaron un ligero aumento

durante la temporada seca (Rangel-Méndez et al., 2021).

En concordancia con el estudio anterior, en este proyecto, la betulina registr6 un aumento
significativo en la primavera, estacion con mayor temperatura y menor precipitacion (15.66
mg/g MS), ademas que sélo pudo ser identificada durante este periodo, lo que podria indicar
gue este compuesto podria estar relacionado a procesos antioxidantes o0 como un metabolito
producido en respuesta al estrés por la sequia. Por otra parte, se tuvo un gran aumento del
doble de la concentracion del acido betulinico (15.34 mg/g MS) en la estacién de otofio con
respecto al verano. Tomando en cuenta que en otofio se registré una gran cantidad de lluvias

atipicas, superando en mas de cinco veces el promedio estatal, y que el verano es la estacion
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gue histéricamente posee la mayor cantidad de precipitacién, nos indica que este metabolito es

sintetizado en la planta al estar en una situacién de abundancia o exceso de agua.

En otros trabajos se ha reportado ampliamente el cambio de las concentraciones de
metabolitos secundarios a lo largo de las estaciones del afio. Por ejemplo, se encontrd
variaciones en las concentraciones de diterpenos y de flavonoides en las hojas de Cistus
ladanifer, presentando un aumento en la concentracion de diterpenos durante el invierno,
disminuyendo con el aumento de la temperatura, mientras que los flavonoides tuvieron su
méaximo en verano y disminuyendo junto con la baja en temperatura (Alias et al., 2012). La
concentracion total de los triterpenos y de asiaticésido mostr6 un aumento en su concentracion
en Centella asiatica durante los meses de noviembre a abril, correspondiendo a la estacion
lluviosa y correlacionando este aumento a la cantidad de precipitacion (Rahajanirina et al.,
2016).

Los resultados de las correlaciones entre la concentracién de triterpenos y las condiciones
climaticas junto con el analisis del PCA nos indican que, aunque si hay una relacion entre la
concentracion de estos metabolitos y la precipitacion, las variables que mas influyen en la

sintesis de estos compuestos son la temperatura y la cantidad de luz solar recibida.

La luz solar esta entre las sefiales mas importantes para el desarrollo, crecimiento y
metabolismo de las plantas. La luz ambiental es percibida por varios receptores controlando la
respuesta de aclimatacion para limitar o aprovechar los fotones de la luz, creando una red
compleja que afecta la actividad fotosintética y la acumulacién de varios metabolitos
secundarios en las plantas (Neugart et al., 2016; Joshi, 2015). Mas de la mitad de la luz solar
gue llega a la tierra estd compuesta por luz visible (400-700 nm) y el resto estad compuesto por
radiacion electromagnética ultravioleta (10-400 nm) e infrarroja (700-1 mm) (Eichhorn-Bilodeau
et al., 2019). Se ha reportado que luz de longitudes de onda entre 500-650 nm y la luz
ultravioleta pueden aumentar la concentraciébn de carotenoides y flavonoides en varias

especies de plantas (Thoma et al., 2020).

Se ha demostrado que la temperatura juega un rol central en el metabolismo y el crecimiento
de las plantas. En la planta de tabaco (Nicotiana tabacum), el aumento de la temperatura en las
condiciones de cultivo se relacion6 con una disminucion en el crecimiento de las hojas y un
aumento en la concentracion del anién superéxido (O,) y peroxido de hidrégeno (H.O,),

disminuyendo de igual medida la concentracion de clorofilas y aumentando la concentracion de
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carotenoides en las hojas de la planta (Yang et al., 2018). De igual manera, la concentracion de
sesquiterpenos aumentd en el latex de las raices de Taraxacum officinale durante la temporada
de verano, correlacionando al aumento de la temperatura como la condicién climéatica que mas

se relacionaba con el aumento de la concentracién de estos metabolitos (Huang et al., 2020).

Actualmente, la informacion obtenida de la investigacion bibliografica realizada en diversas
bases de datos respecto a estudios quimicos o bioldgicos de P. wattii es muy limitada, siendo
éste el primer trabajo en hacer una distincion en el perfil metabolémico conforme a los
diferentes 6rganos de la planta (F/F, tallos y hojas). En los resultados obtenidos se encontro
gue durante todo el afio estan presentes los distintos triterpenos analizados (betulina, acido
3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico, acido betulinico, acido betulénico y lupenona) en
los diferentes 6rganos de P. wattii. Sin embargo, la distribucion de éstos varia ampliamente. La
mayor cantidad de triterpenos se encontro en las hojas, siendo los compuestos mayoritarios el
acido betulinico y el 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico (30 + 3.71 y 29 + 1.49%,

respectivamente), siendo mas predominantes durante la primavera y el otofio.

La variacién en las concentraciones de distintos metabolitos en diferentes partes de la misma
planta esta reportada en varias especies. Por ejemplo, la composicién de sesquiterpenos en los
aceites esenciales de Lantana camara varia ampliamente entre los érganos durante diferentes
periodos, siendo la concentracion de timol mas alta durante el periodo de floracion vy
fructificacién. Ademas, se reportd que la concentracion de este metabolito fue mayor en los
aceites esenciales de los tallos, flores y frutos en comparacién de los obtenidos a partir de las
hojas (Fatimata et al., 2020). Asi mismo, se realiz6 el estudio fitoquimico de los extractos de las
hojas, tallos, flores, frutos verdes y frutos maduros de Vanilla planifolia en diferentes
condiciones de cultivo. Se encontrd que la concentracién total de triterpenos y de compuestos
fendlicos fue mayor en los frutos verdes y beneficiados en comparacion de los demas 6rganos
de la planta. De la misma manera, se realizaron correlaciones con las condiciones climaticas,
siendo la mas significante entre la elevacion y el contenido de triterpenos (Ibarra-Cantun et al.,
2018).

4.2 Actividad biolégica de los extractos de P. wattii

Se han reportado varias actividades biolégicas de los extractos y de los metabolitos obtenidos

de las diferentes especies del género Phoradendron. Los extractos acuosos de P. bollanum
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mostraron actividad antimicrobiana y antimicotica al inhibir el crecimiento de Clavibacter
michiganenses (ICs, = 0.533 + 0.02 pug/mL) y Fusarium oxysporum (ICs, = 0.40 + 0.03 pg/mL)
(Garcia-Garcia et al., 2021). De los extractos metandlicos y particiones organicas de las hojas
de P. piperoides se reportdé actividad antiflamatoria, antioxidante y antinociceptiva in vivo
(Vasconcellos et al., 2009). De los extractos metandlicos de partes aéreas de P. meliae se
reporto la actividad antiviral del coronavirus MHV-A59 (ICso = 13.0 £ 1.4 yg/mL) (Remali y Aizat,
2021).

Las diferentes especies de Phoradendron han mostrado una amplia actividad anticancerigena,
antitumoral y citotéxica contra un amplio espectro de tipos y de lineas celulares de cancer. La
especie P. serotinum mostré un ICso de 28 ug/mL y de 1.9 ug/mL frente a células tumorales de
cancer de mama MCF-7 y células epiteliales de ratén TC-1, respectivamente (Alonso-Castro et
al., 2012; Jacobo-Salcedo et al., 2011). De igual manera, esta misma especie mostrd actividad
antitumoral en ratones, al administrarse el extracto acuoso, observandose una disminucién del
tumor TC-1 (Alonso-Castro et al., 2012). Se evalu6 la actividad citotoxica de los extractos
obtenidos a partir de distintos disolventes procedentes de las hojas de P. microphyllum y P.
mucronatum frente a distintas lineas celulares cancerigenas. Los extractos de hexano y acetato
de etilo de P. microphyllum inhibieron el crecimiento de la linea celular de carcinoma de pulmén
NCI-H292 (72.97%) y de la linea celular de carcinoma HEp-2 (87.53%). Los extractos
hexanicos de P. mucronatum mostraron de igual manera un efecto inhibitorio en NCI-H292
(83.19%), HEp-2 (93.40%) y el extracto de diclorometano mostrd una inhibicién del crecimiento
de la linea celular de cancer de mama MCF-7(88.69%) (Bastos et al., 2017).

La informacién bibliografica correspondiente a la actividad biolégica de la especie P. wattii es
notablemente mas restringida. Garcia-Camara (2013) reportd que el extracto metandlico
procedente de las partes aéreas de P. vernicosum posee un CCso = 10.23 + 28.7 ug/mL en la
linea celular de carcinoma humano KB. Valencia-Chan (2018), por su parte, reporté que el
extracto metandlico de partes aéreas de P. vernicosum obtenido en otofio no posee actividad
citotoxica frente a la linea celular de céncer cervicouterino (HeLa). En el estudio de Rangel-
Méndez (2021) se evalud la actividad citotoxica de los extractos de P. wattii colectados durante
los periodos de lluvia, seco y de canicula de la peninsula de Yucatan obteniendo un CCs, de 29
+1,1,023.3+1.5y100.7 £ 1.5 pg/mL, respectivamente.

En el presente estudio se logré obtener un efecto antiproliferativo a partir de los 125 pg/mL en

el extracto de las hojas de verano y a partir de 250 pg/mL en los extractos de las hojas de las
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demas estaciones sobre la linea celular de leucemia mieloide crénica K-562. Aunque estos
resultados clasifican a los extractos como no activos de acuerdo con el Instituto Nacional del
Cancer (ICso < 200 pg/mL, activo), a diferencia de los estudios anteriores, los resultados
muestran que hay un efecto antiproliferativo de los extractos de las hojas contra las células K-
562 durante todo el afio. Los metabolitos predominantes en los extractos de las hojas fueron el
acido Dbetulinico, el 4&cido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y la betulina.
Adicionalmente, los resultados del PCA revelaron que el &cido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-
20(29)-en-28-oico y la lupenona podrian ser responsables de la actividad antiproliferativa de los

extractos.

El &cido betulinico se ha evaluado frente a numerosas lineas cancerigenas, mostrando una
actividad citotoxica frente a las lineas celulares de melanoma (MEL-1, CCs, = 2.4 yM; MEL-2,
CCs0=4.4 pM y MEL-3, CCsq = 10.5 uM), carcinoma de ovario (A2780, ICs, = 3.9 uM), leucemia
(K-562, IC5 = 21.9 yM y U937, ICsq = 10 uM), carcinoma en cabeza y cuello (HNSCC, ICy, =
17.5 uM) y células de cancer de pulmoén (H460, ICsq = 3.3 uM), cancer de mama (T47D, ICx =
1.1 pg/mL y MCF-7, ICsq = 9.8 pug/mL), carcinoma de tiroides (FTC238, ICso = 2.4 pg/mL), de
pancreas (EPP85-181P, ICsq = 7.4 uM y EPP85-181RDB, ICs, = 7.9 Mm), por mencionar
algunos. Sin embargo, su actividad biolégica en contra de las células cancerigenas se ha
reportado en mas de 50 lineas celulares distintas (Hordyjewsk et al., 2019; Saeed-Mohamed et
al., 2018; Abdel-Bar et al.,, 2009; Fulda, 2008; Kessler et al., 2007). El acido betulinico ha
demostrado inducir la apoptosis mediante la activacién de caspasas, cambios en el potencial
de membrana mitocondrial, aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno e

inhibir la proliferacion de topoisomerasas (Hordyjewsk et al., 2019; Fulda, 2008).

En lo que corresponde a la betulina, se ha reportado su actividad en distintas lineas de cancer:
cancer cervicouterino (HeLa, CCsy = 22.6 uM), cancer hepatico (HepG2, CCso = 2059.0 uM y
SK-HEP-1, CCsq = 131.4 uM), cancer de pulmén (A545, CCsy = 35.5 pM y NCI-H460, CCs =
63.5 uM), cancer de mama (MCF-7, CCs, = 30.7 uM y T47D, 1Cso = 2.3 ug/mL), cancer de
prostata (PC3, CCso = 83.0 pM), leucemia (K-562, CCso = 14.5 uM; HL60, CCso = 14.7 uM,;
CCRF/CEM, ICs = 8.3 pg/mL y U937, CCsy = 14.2 uM), melanoma (G31, CCsp = 12.2 yM y
MEL-28, CCsy = 16.0 uM), neuroblastoma (GOTO, CCsq = 17.2 yM y NB-1, CCsq = 16.0 pM),
meduloblastoma (ICso = 2.4 pg/mL), carcinoma (A549, ICs, = 1.96 pg/mL), adenocarcinoma
gastrico (EPG85-257P, ICs, = 8.3 pg/mL) (Hordyjewsk et al., 2019; Li et al., 2010; Hata et al.,
2003). Diferentes estudios en las lineas celulares A549, Jurkat y Hela tratadas con betulina,

indican que ésta estd involucrada en la activacion de la apoptosis por la via intrinseca,
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mediante la activacion secuencial de la caspasa-9, caspasas 3y 7 y la escision de polimerasas
PARP (Poli ADP ribosa polimerasa) (Hordyjewsk et al., 2019).

Existe muy limitada bibliografia sobre la actividad citotoxica y antiproliferativa de la lupenona,
entre las cuales se ha reportado la actividad en la linea celular de cancer de colon (HT-29, con
una CCsp > 70 yM), cancer de préstata (PC-3 y LNCaP con una ICsq > 70 uM), Hela (ICsq = 7.3
puM), KB (ICso = 7.2 uM), MCF-7 (ICso = 9.1 uM), A-549 (IC5, = 7.1 uM) (Castro et al., 2019;
Bednarczyk-Cwynar et al., 2016; Ahmad et al., 2015).

En lo referente a los estudios realizado en P. wattii, a continuacion, se presentan los resultados
de la actividad citotdxica de los distintos metabolitos que tuvieron una actividad en cada una de
las lineas celulares. Garcia-Camara (2014) report6 actividad del acido betulinico en las lineas
celulares Hek-293 (CCsy = 80.0 uM), SiHa (CCs, = 38.8 uM), KB (CCso = 15.6 uM), MCF-7
(CCso=56.6 uM) y Hep-2 (CCgo = 48.2 uM). Chan-Valencia (2018) reporto la actividad citotoxica
de distintos metabolitos de P. wattii, como el acido betulinico: Hela (CCso = 32.6 uM), SiHa
(CCso = 28.9 uM), MCF-7 (CCso = 49.6 uM), MDA (CCs = 94.3 pM) y Vero (CCgo = 38.1 uM);
betulina: Du-145 (CCs, = 161.8 uM); acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico: Hela
(CCgo = 182.2 uM), SiHa (CCso = 92.2 uM), MDA (CCs, = 105.8 pM); lupenona: Vero (CCsg >
588.8 uM). Y, finalmente, los resultados de la actividad citotoxica de los compuestos obtenidos
por Rangel-Mendez (2021): &cido betulinico: HeLa (CCsq = 7.12 pug/mL), Hek-293 (CCs, = 36.54
pg/mL); éacido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico: Hela (CCs, = 88.61 pg/mL) y
lupenona: Hela (CCsp> 200 ug/mL).

Como se puede ver en los resultados anteriores, los tres metabolitos que tuvieron la mayor
actividad fueron el acido betulinico, el acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y la
betulina, los cuales corresponden con los metabolitos mayoritarios en los extractos que

obtuvieron la mayor actividad antiproliferativa en el presente trabajo.

4.3 Discusién general

Phoradendron wattii ha demostrado ser una fuente de metabolitos con actividad biolégica
prometedora contra varias lineas celulares cancerigenas. Sin embargo, al hacer la

comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo con los estudios previos, resulta
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evidente que hay una variacion entre ellos. En este trabajo se demostré que la variacion
estacional de las condiciones climaticas juega un papel esencial en la presencia y
concentracion de los triterpenos pentaciclicos analizados y por lo tanto en la actividad biologica
de los diferentes extractos procedentes de estas colectas. Aunque se tuvieron condiciones
atipicas durante algunas estaciones incluidas en este estudio, lo cual influencié los resultados
obtenidos, si la variacion estacional explicara completamente la concentracion de triterpenos,
entonces en las estaciones con condiciones similares se deberia de obtener resultados
parecidos, lo cual no ocurrid, por lo que debe de haber otras variables que estén afectando a
estos procesos que expliquen estas diferencias. Una de las principales diferencias fue la

manera en que se colectd el material.

En este estudio se utilizé un solo ejemplar para todas las colectas, mientras que en los demas
se utilizd un conjunto de plantas procedentes de una zona o varias. Esto supone dos
explicaciones mas a los resultados obtenidos; la primera es que no se alcanzoé la cantidad de
biomasa total para poder que en conjunto se logre tener una cantidad apreciable del compuesto
(aunque se logré detectar 0.005 mg/g MS de betulina). La segunda, y la mas interesante, esta
dada por la misma naturaleza de la planta. Hay que recordar que P. wattii es una planta
hemiparasita, por lo que esta intimamente relacionada con su huésped. Hay un gran nimero de
estudios que ligan la sintesis de metabolitos del huésped con la sintesis del hospedero. Por
ejemplo, en Viscum album, una planta hemiparasita de la misma familia del género
Phoradendron, se reportd que la concentracion de triterpenos presentes en la planta varia con
el cambio de las condiciones climaticas y ademas varia con respecto a la especie que parasita
(Wojciak-Kosior et al., 2016). Se estudidé el contenido total de compuestos fendlicos en P.
californicum, en sus distintos huéspedes en diferentes zonas geograficas. Se encontré que el
contenido de flavonoides era mayor en P. californicum y ésto se pudo correlacionar con su
huésped, indicando que hay una absorcién de estos compuestos desde el hospedero al
huésped (Assanga et al.,, 2020). Aun mas, esta bien documentado que P. leucarpum exhibe
una preferencia hacia una pequefia cantidad de especies de huéspedes para parasitar entre un
grupo en una localidad donde se presenta un gran numero de especies potencialmente
huéspedes (Randle et al., 2018). Observando estos reportes en plantas de su misma familia, no
es de extrafiarse que P. wattii pudiera haber adoptado alguna de estas estrategias, explicando

de esta manera la variacién de los resultados obtenidos.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

1.

Se pudo identificar y cuantificar un total de cinco triterpenos: betulina, acido betulinico,
acido betulonico, acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y lupenona en los
distintos extractos metanolicos de P. wattii.

La concentracion y la presencia de triterpenos pentaciclicos de tipo lupano en los extractos
metandlicos de P. wattii varian en funcién de la estacion del afio y del érgano de la planta
del cual fue obtenido, siendo los extractos de las hojas de las estaciones de otofio y
primavera los que mas rendimiento tuvieron y teniendo como los metabolitos mayoritarios
el &cido betulinico, el acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-oico y la betulina.

La temperatura y el periodo de luz fueron las variables climaticas que estan mas
relacionadas con la variacion en la sintesis de triterpenos pentaciclicos de tipo lupano en
P. wattii.

Los diferentes extractos obtenidos de P. wattii mostraron una actividad antiproliferativa en
la linea celular de leucemia mieloide cronica K-562, siendo el extracto procedente de las
hojas de la estacion de verano el que mayor actividad tuvo. De la misma manera, los
extractos tuvieron de un leve a un nulo efecto en la viabilidad de las células normales a la
misma concentracion utilizada.

Las diferencias entre los resultados obtenidos con respecto a los de los estudios previos
indican que, ademas de la variacion estacional, hay otras variables que alteran la sintesis y

la concentracion de triterpenos pentaciclicos en P. wattii.

5.2 Perspectivas

1.

Continuar con el analisis de los extractos de las estaciones de afios futuros para
comprobar si hay una tendencia en el perfil fitoquimico de P. wattii.

Realizar el andlisis de la variacion estacional utilizando plantas individuales de diferentes
locaciones.

Realizar el andlisis comparativo del perfil fitoquimico de P. wattii con respecto a sus

diferentes hospederos.
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Anexo |. Rendimientos del pretratamiento del material vegetal y la obtencién de los
extractos metandlicos

Tabla Al.1 Rendimiento del pretratamiento del material vegetal.

Parte dela Fechade Rendimiento del

Cdodigo planta recoleccion Peso del material vegetal (g) proceso

Antes Secado Secado y %

colecta secado molido

H1 Frutos jul-20 11.9 11.3 11.30 95
H2 Tallos jul-20 26.8 25.2 24.30 91
H3 Hojas jul-20 56 53.2 51.50 92
Gl Frutos oct-20 114 10 10.00 88
G2 Tallos oct-20 28.1 24.5 23.30 83
G3 Hojas oct-20 76.8 72.3 70.00 91
K1 Frutos ene-21 47.2 46 46 97
K2 Tallos ene-21 38.7 35.2 33.7 87
K3 Hojas ene-21 26.3 24.3 23.1 88
N1 Frutos abr-21 24.5 22.9 22.9 93
N2 Tallos abr-21 70.8 66.8 64.6 91

N3 Hojas abr-21 66.7 63.9 62.4 94
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Tabla Al1.2. Rendimiento de la obtencién del extracto metandlico.

Parte Mat. Extracto Extractoy Extracto Extracto/Mat.
Extracto planta Vegetal  Frasco liquidoy frasco (g) () Vegetal (%)
(8) () _ frasco(g)
H1 Frutos 11.3 67.8 85.2 69.4 1.6 14
H2 Tallos 243 68.7 87.1 72.6 3.9 16
H3 Hojas 51.5 68.9 83.5 78.7 9.8 19
Gl Frutos 10 68.4 82.3 69.5 1.1 11
G2 Tallos 23.3 70.1 95.6 72.9 2.8 12
G3 Hojas 70 70.2 97.8 80.7 10.5 15
K1 Frutos 46 69.8 87.1 71.6 1.8 4
K2 Tallos 33.7 69.2 88.4 71.3 2.1 6
K3 Hojas 23.1 67.85 88.6 70.05 2.2 9
N1 Frutos 22.9 72.6 82.4 75.5 2.9 13
N2 Tallos 64.6 71.5 84.1 77.9 6.4 10
N3 Hojas 62.4 72.5 85.4 81.4 8.9 14
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Anexo Il. Cromatogramas de CLAE-FR de los estandares utilizados

Figura A2.1 Cromatograma de CLAE-FR de la cafeina. Mezcla de estandares (azul).
Metanol (rojo). Cafeina 0.7 mg/mL (negro).
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Figura A2.2 Cromatograma de CLAE-FR de la betulina. Mezcla de estandares (azul).
Metanol (rojo). Betulina 0.7 mg/mL (negro).

Figura A2.3 Cromatograma de CLAE-FR del acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-
en-28-oico. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo). Acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-
20(29)-en-28- oico 0.7 mg/mL (negro).
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Figura A2.4 Cromatograma de CLAE-FR del acido 3a,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-
oico. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo). Acido 3a,23-dihidroxilup-20(29)-
en-28-oico 0.7 mg/mL (negro).

Figura A2.5 Cromatograma de CLAE-FR del Acido 3-epi-betulinico. Mezcla de
estandares (azul). Metanol (rojo). Acido 3-epi-betulinico 0.7 mg/mL (negro).

|
Figura A2.6 Cromatograma de CLAE-FR del acido betulinico. Mezcla de
estandares (azul). Metanol ¢ojo). Acido betulinico 0.7 mg/mL (negro).
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Figura A2.7 Cromatograma de CLAE-FR del acido betulonico. Mezcla de estandares
(azul).Metanol (rojo). Acido betul6nico 0.7 mg/mL (negro).
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Figura A2.8 Cromatograma de CLAE-FR de 28-O-acetilbetulona. Mezcla de
estandares (azul). Metanol (rojo). 28-O-acetilbetulona. 0.7 mg/mL (negro).
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Fi;cjura{ A2.9 érofﬁatdgrama de CLAE-FR de Iuben'dna..Mé'ché de estandares (azuI‘):
Metanol (rojo). Lupenona 0.7 mg/mL (negro).
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Anexo ll.

Cromatogramas de CLAE-FR de los extractos metandlicos de las

diferentes colectas de P. wattii

Figura A3.1 Cromatograma de CLAE-FR metandlico de F/F de la colecta
de julio 2020 de P. wattii. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo).
Repeticiones de la muestra (negro).

Figura A3.2 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de tallos
de la colecta de julio 2020 de P. wattii. Mezcla de estandares (azul).
Metanol (rojo). Repeticiones de la muestra (negro).
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Figura A3.3 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de hojas de
la colecta de julio 2020 de P. wattii. Mezcla de estandares (azul). Metanol
(rojo). Repeticiones de la muestra (negro).

60




ANEXOS

il
PR SRS R
[N rx — 3| pEa & ss3f |
JN e T >
R P o e ——
-~ \ )\ R
[ b b 3 h g
—h " e
' \ o= w=—
- - A = 7
. #\ o~ P At e e -
— - — —i T ey : .
e e \
JL e > . -
. AW 1] Ll A | W,
l | o |
5 ! e

Figura A3.4 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de F/F de la
colecta de octubre 2020 de P. wattii. Mezcla de estdndares (azul). Metanol (rojo).
Repeticiones de la muestra (negro).
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Figura A3.5 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de F/F de la
colecta de enero 2021 de P. wattii. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo).
Repeticiones de la muestra (negro).
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Figura A3.6 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de tallos de la
colecta de enero 2021 de P. wattii. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo).
Repeticiones de la muestra (negro).

61




ANEXOS

[
3 (7 "—_' =i __-.,——‘“" =
l AN —— Y 1848521 e i
| Loy | kiantl —— S e
| ,/ I\ — ﬁ-‘-‘*ﬂ——"
4 / I'-,: =) I > \7,.“’_ o { g~ S
.‘ N T T h e _ — T
1oe4l AL\ | \ o~ | 1 A =
- EESS T f g S | o\ (1A aJ -
| | ! |‘x st | ”
i | S £ A __J'--‘ | ; o
FEEEES ! RS ren s
| | g
e ‘» | ~
l ; . -
:a
Figura A3.7 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de hojas de
enero 2021 de P. watti. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo).
Repeticiones de la muestra (negro).
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Figura A3.8 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de F/F de abril
2021 de P. wattii. Mezcla de estdndares (azul). Metanol (rojo). Repeticiones de la
muestra.
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Figura A3.9 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de tallos de abril
2021 de P. wattii. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo). Repeticiones de la

muestra (negro).
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Figura A3.10 Cromatograma de CLAE-FR del extracto metandlico de hojas de abril 2021
de P. wattii. Mezcla de estandares (azul). Metanol (rojo). Repeticiones de la muestra
(negro).
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Anexo IV. Curvas estandar de los compuestos identificados

Curvas estandar
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Figura A4.1. Curvas estandar de los metabolitos analizados. Curvas estandar de los
diferentes triterpenos analizados. Betulina (gris), acido betulinico (naranja), acido
betulénico (morado), lupenona (azul) y acido 3a,23-dihidroxi-30-oxolup-20(29)-en-28-
oico (amarillo).
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Anexo V. Condiciones climaticas de Sierra Papacal
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Figura AbL.1. Condiciones climatolégicas registradas. Condiciones climatoldgicas
registradas en la zona de Sierra-Papacal durante el periodo de estudio.
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Anexo VI. Resultados de la citometria de flujo para la estandarizacion de las
condiciones del bioensayo
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Figura A6.1 Interferencia del extracto en el bioensayo de actividad antiproliferativa.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria de
flujo. A) Células con DAPI, B) Células con DMSO 4%, C) Extracto de las hojas de
primavera (200 ug/mL) y D) Extracto de flores y frutos de primavera (200 pg/mL).
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Figura A6.2 Efecto de la concentracion del DMSO en el bioensayo de actividad

antiproliferativa. Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacién utilizando DAPI y
citometria de flujo. A) Células control, B) 1.25% DMSO, C) 2.5% de DMSO y D) 3.75%

de DMSO.
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Anexo VII. Actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos de P. wattii en la
linea celular K-562
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Figura A7.1 Actividad antiproliferativa de los extractos de primavera de P. wattii. Células
K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria de flujo con el
extracto metandlico de flores y frutos de primavera obtenido de P. wattii. A) Control 1%
DMSO, B) 62.5 pg/mL, C) 125 pg/mL, C) 125 pg/mL, D) 250 pg/mL, E) 500 pg/mL.
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Figura A7.2 Actividad antiproliferativa de los extractos de primavera de P. wattii. Células
K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria de flujo con el
extracto metandlico de tallos de primavera obtenido de P. wattii. A) 62.5 pg/mL, B) 125
pg/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL.
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Figura A7.3 Actividad antiproliferativa de los extractos de primavera de P. wattii.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metandlico de hojas de primavera obtenido de P. wattii. A)
62.5 pg/mL, B) 125 pug/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL.

72




ANEXOS

A)

B)

C)

D)

[Ungatanc] S5 1 (50-0

!

s
T Cull: RR
<
2
S A
Gats Humber %Total Xoated

Al 13,676 100.C0 10020

Colls 11,269 B3.90 8850
[Ungsted] S0 YA
1
.
B
- H
e -
1 Colls 91.11%
< '
& im
F
Tw e me ixs
W
SSCa
Gutw Number ¥Totel XGated

Al 12257 100.02 120.00
Colls 11258 3141 7111

{Urrated) SYC-A 0 S0

"

Cotis: T1.00R

FSC-A
-

SUA
Gate Number STotal SGated
Al 23,009 00,00 1000

Colls 90,387 7LD MW

|Ungated) S3L-A 7 FAC-A

5
g >
>~
Cills: £3.047
<
2
w3 120 1%e
SHUA
Gate Number $Total ¥Gated

Al 1,0 1000 10000
Colls 11,008 W0 A

&

e 12

(Calls] FSE-4 ¢ 150411

[Sngle velis] PEASOA © SSC-0
7 |

e
= » - ‘
s S
120~ .
Deod codies 3.324)
T
o
o i3 w
e PS4
Gate  Mumber ¥Tetal LGated
Gate Number XTetal ¥Gated Al 10,515 £3.50 1D0.C0
i 11,260 28.9. $00.00 Dondeele 384 461 132
Skqiccels 10,565 3350 9393
PUCT R e BT [Sengle elis] PEASA © S90-0
_"": e R |
v Bole :
% 7ol 000
Ao :
% O / 0
= o 3 : .
3 3 : Dend cods: & (U4
S rnlh: 93 0% oo
=
Fp o i — — —
wiv PEASD A
FSC A
: Gets  Number “Total YGated
T (ST a 10,547 £5.37 100,00
Stk cctis 10,0 RLIT 9170 Dedeei 833 A0 600
[etis] FSL-A ¢ 1 9C-H [SingYs cells] FRASOHA / SSC-A
g e
Rl
= <
: . i
Strgle vedis: 91208 o
!N}(
]
S L = 2
‘ot i3 » w
LA o b
. £ Gate Number ¥Total XGatnd
Gate Number $Total $Gated Al 15,207 &6.78 100.00
Al 10,350 £1.00 W0 eae colls 5.8 &4
single celis 15,271 G613 9320
[Lells] FSC-A ) F5H [Sinsle catis] PEASU-N £ S50,
i | P —
= 2.
- m
= g
2 i
o -
@
i . = o
PEA &
Harber KTatal “Gnted
Gate Number ¥Tatsl SCated Al 10,474 6315 100,02
Al 11,003 eg.ua 1wy Ooad colts 1,295 159 122

Sinate codis 10,504 G318 9L.R6

Figura A7.4 Actividad antiproliferativa de los extractos de invierno de P. wattii.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacién utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metandlico de flores y frutos de invierno obtenido de P.
wattii. A) 62.5 pg/mL DMSO B) 125 pg/mL C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL
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Figura A7.5 Actividad antiproliferativa de los extractos de invierno de P. watti.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y
citometria de flujo con el extracto metandlico de tallos de invierno obtenido de
P. wattii. A) 62.5 pg/mL DMSO, B) 125 pg/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL
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Figura A7.6 Actividad antiproliferativa de los extractos de invierno de P. watti.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metandlico de hojas de invierno obtenido de P. wattii. A)
62.5 pug/mL DMSO, B) 125 pg/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pug/mL.
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Figura A7.7 Actividad antiproliferativa de los extractos de otofio de P. watti.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metanolico de flores y fruto de otofio obtenido de P. wattii.
A) 62.5 pg/mL, B) 125 pg/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL.
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Figura A7.8 Actividad antiproliferativa de los extractos de otofio de P. watti.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metandlico de tallos de otofio obtenido de P. wattii. A)
62.5 pg/mL, B) 125 pug/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL.
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Figura A7.9 Actividad antiproliferativa de los extractos de otofio de P. watti.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metandlico de hojas de otofio obtenido de P. wattii. A) 62.5
pg/mL, B) 125 pug/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL.
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Figura A7.10 Actividad antiproliferativa de los extractos de verano de P. wattii.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metandlico de flores y frutos de verano obtenido de P.
wattii. A) 62.5 pg/mL, B) 125 pg/mL, C) 250 pg/mL, D) 500 pg/mL.
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Figura A7.11 Actividad antiproliferativa de los extractos de verano de P. wattii.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacién utilizando DAPI y citometria de
flujo con el extracto metandlico de tallos de verano obtenido de P. wattii. A) 62.5
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Figura A7.12 Actividad antiproliferativa de los extractos de verano de P. wattii.
Células K-562 durante el ensayo de antiproliferacion utilizando DAPI y citometria
de flujo con el extracto metandlico de hojas de verano obtenido de P. wattii. A)
125

62.5 ug/mL, B)

ug/mL, C)

250 pg/mL,

D)

500 pg/mL.
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ANEXOS

Anexo VIII. Efecto antiproliferativo de los extractos metandlicos de P. wattii en células
monociticas de sangre periférica humana.

A)

C)

0 et [Ungated] SSC A 7 FSC A

[moncitas] S5C A £ FSCH

FSC-A

T R

I
St A

Number %Total %Gated

1,455 10000 10000

112,909 %52 6hh?

WATE 3200 32.00

5.1 5.10

Gate

an
oelisas
linfocitos
mestites 5,793

W wvete

™

e

FSC A

[Ungated] S804 4 PSUA

o0

o

100

(TRl

00~
= -
b
i -
20-
T T T .
& R TR TR TR TR (1)
109
S5C-A
Gate Mumber XTotal %“Gated
Al 8,793 510 100.00
Singles 7,455 432 B4.7R
|manceltos] SSL-A 7 5L H
L
P
o
v
T
=
LE—
o
LU Sy |

[ m o Me A
S5 A

Gate  Number XTotal ¥Gated
HAHSS 443 1000

“we

e 1

All 214,506 100.00 100.00 Al
olulas 173,457 3TN AW Smles 7,152 147 #4.13
lintocston 53,095 24./% 4.0
monocites 0,558 413 4.1
S powct [1npatod) S8 A 2 FSL A o Imenocstos] SYCA L RSCH
_ 1w g {
g F
19 r
F ¥ |
a4
: m oae e W0 A
[P
504 SSC-A
Gate Rumber XTotal %Gated Gate Number XTotal %Cated
AL 673,873 100,00 100.00 AL 7,885 1.17 100.00
oelulas 414,986 6158 061.58 Sergles 5,851 08T M0
linfocitos 176,405 26,18  26.15
munecites 7885 117 117

[Singles] R4 & 7 SSC &

muerfas: 1,745
_\m- 2
s el
< o
=
w
o
o
wooAr A e e
PBA50-A
Gate  Number %Total %Gated
Al 745 432 10000
(e TS 130 008 M4
|SIngies] PRASD & ¢ SSL A
s 7741
e
P R TSR] R v
w " I "w »w L d
PEAND &
Gate  Number XTotal XGated
A £A45 A48 00
musLas 157 008 2.24
[Singles] 1430 4 ¢ S50 A
o0 lmeiul.ax: 4.9%6%
& a1
e S
= :
< ]
k3
i
0
=
u R T T St P
woow o W e e
PBAN0-A
Gate HOated
AL 5,551 0.37 100.00
nuerlay B0 4%

Figura A8.1 Actividad antiproliferativa de los extractos de P. watti en CMSP (1).
Células monociticas de sangre periférica humana (CMSP) durante el ensayo de
antiproliferacién utilizando DAPI y citometria de flujo con los extractos metandlicos
de hojas de diferentes estaciones obtenido de P. wattii. A) Control DMSO 1%, B)

Primavera, C) Invierno.
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Figura A8.2. Actividad antiproliferativa de los extractos de P. watti en CMSP (2).
Células monociticas de sangre periférica humana (CMSP) durante el ensayo de
antiproliferacién utilizando DAPI y citometria de flujo con los extractos metandlicos de
diferentes estaciones obtenido de P. wattii. A) Hojas otofio, B) Hojas verano, C) Flores
y frutos verano.
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