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RESUMEN

Recientemente se ha demostrado que el extracto metandlico de las hojas de cf.
Aspidosperma excelsum (Familia: Apocynaceae) presenta una potente actividad
anticancerigena en las lineas celulares humanas HelLa y D-384 pudiendo ser atribuida
a un efecto aditivo o sinérgico entre cardendlidos con otros metabolitos secundarios
potenciales reportados en Apocynaceae. Se conoce que las especies de esta familia
son ricas en terpenoides, compuestos fendlicos y en especial alcaloides. El presente
trabajo profundiza en un andlisis fitoquimico cualitativo y cuantitativo del extracto
metandlico y fracciones (Fr. Butanol, Fr. Acetato de etilo y Fr. Hexano) provenientes del
mismo. Ademas de, determinar su actividad citotoxica en las lineas celulares humana,
MCF-7 y PNT2. Se caracterizé6 de forma preliminar metabolitos responsables de la
actividad anticancerigena presentada en las lineas celulares humana evaluadas. El
extracto metandlico sobresali6 de manera significativa en la cuantificacién tanto de
fenoles, flavonoides y alcaloides. Sin embargo, las fracciones de Acetato de etilo y
Hexano presentaron la mayor cantidad de compuestos polifendlicos (fenoles-
flavonoides) y alcaloides, respectivamente. Se pudo encontrar y caracterizar de manera
preliminar metabolitos prometedores tales como 8-Hidroxicarvotanacetona, Fitol,
Clionasterol y Lupeol, los cuales han sido reportados en la literatura como prometedores
agentes anticancerigenos en distintas lineas celulares humanas. Cabe destacar que el
Fitol sobresale entre los mencionados por presentar una elevada citotoxicidad frente a
MCF-7 especificamente, linea celular humana en la que el extracto alcaloideo fue
evaluado en esta investigacion. Ademas, entre todos los extractos obtenidos, el extracto
de cloroformo se presenté como el mas prometedor por haber revelado actividad
citotoxica frente a las MCF-7 y PNT2. A partir de los resultados obtenidos se puede
apreciar la diversidad de compuestos con potencial anticancerigeno presentes en cf.
Aspidosperma excelsum destacando asi, la importancia de realizar estudios
fitoquimicos bioguiados orientados a buscar o confirmar principios bioactivos.

Palabras claves: Apocynaceae, Aspidosperma excelsum, analisis fitoquimico,
metabolitos secundarios, actividad anticancerigena.



ABSTRACT

Recently it has been demonstrated that the methanolic extract of the leaves of cf.
Aspidosperma excelsum (Family: Apocynaceae) shows a potent anticancer activity in
human cell lines HeLa and D-384, which could be attributed to an additive or synergistic
effect between cardenolides with other potential secondary metabolites reported in
Apocynaceae. It is known that the species of this family are rich in terpenoids, phenolic
compounds and especially alkaloids. The present work delves into a qualitative and
guantitative phytochemical analysis of the methanolic extract and fractions (Fr. Butanol,
Fr. Ethyl acetate and Fr. Hexane) from it. In addition, their cytotoxic activity was
determined in human cell lines MCF-7 and PNT2. The metabolites responsible for the
anticancer activity presented in the human cell lines evaluated were preliminarily
characterized. The methanolic extract excelled significantly in the quantification of
phenols, flavonoids and alkaloids. However, the Ethyl acetate and Hexane fractions
presented the highest amount of polyphenolic compounds (phenol-flavonoids) and
alkaloids, respectively. Promising metabolites such as 8-Hydroxycarvotanacetone,
Phytol, Clionasterol and Lupeol, which have been reported in the literature as promising
anticancer agents in different human cell lines, were found and preliminarily
characterized. It should be noted that Phytol stands out among those mentioned for
presenting high cytotoxicity against MCF-7 specifically, the human cell line in which the
alkaloid extract was evaluated in this research. In addition, among all the extracts
obtained, the chloroform extract presented itself as the most promising for having
revealed cytotoxic activity against MCF-7 and PNT2. From the results obtained, the
diversity of compounds with anticancer potential present in cf. Aspidosperma excelsum
can be appreciated, thus highlighting the importance of carrying out bioguided
phytochemical studies aimed at searching for or confirming bioactive principles.

Keywords: Apocynaceae, Aspidosperma excelsum, phytochemical analysis,
secondary metabolites, anticancer activity.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1 Cancer: Generalidades

El cancer es una enfermedad metabdlica heterogénea y multifactorial [1]. Est4 asociado
con fuentes internas tales como funciones celulares reducidas o perdidas; apoptosis,
estrés oxidativo, mutaciones e hipoxia, 0 emergentes de origenes externos catalogados
como exposicion prolongada a radiacion, rayos ultravioleta, contaminacion, ademas de

tabaquismo y estrés [1].

Es la principal causa de mortalidad en paises desarrollados y ocupa el segundo lugar
en paises en vias de desarrollo [2]. Por lo general se detecta en atapas avanzadas
donde es casi imposible aplicar un tratamiento efectivo [3]. Como tratamientos para
contrarrestar esta enfermedad se han empleado la radioterapia y la quimioterapia [2].
El problema de estas terapias son los efectos secundarios causados. Por ejemplo, los
farmacos usados en quimioterapia presentan una toxicidad elevada. De igual manera,
al ser tratamientos no especificos, se vuelve de suma importancia buscar nuevas
fuentes de medicamentos que muestren una mayor especificidad frente a las células

cancerosas, mayor eficacia y menos efectos secundarios [2,3].

1.1.2. Bioprospeccién y extraccién

Durante las ultimas décadas, se ha practicado la bioprospeccion, que implica "la
busqueda sistematica de compuestos naturales, diseflos genéticos y organismos
completos en la vida silvestre con potencial para el desarrollo de productos” [4]. Siendo
de interés, los dirigidos hacia fases primarias del proceso bioprospectivo como la
identificacion y caracterizacion de principios que se podrian considerar bioactivos
(actividad antiparasitaria, antiinflamatoria, antioxidante, antifingica, antibacteriana,

antitumoral y citotoxica) [4].

Solo es posible llevar a cabo la separacion, identificacion y caracterizacion de los
compuestos bioactivos tras un proceso de extraccidn adecuado [5]. Entre estos,

destacan la extraccion Soxhlet y la extraccion liquido-liquido, que son métodos de facil
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acceso y que se utilizan en etapas preliminares de bioprospeccion. Posteriormente, se
utilizan métodos mas avanzados con la finalidad de enriquecer el extracto en uno o mas
metabolitos de interés [6,7]. La extraccion Soxhlet es un método de extraccion clasico
para aislar un compuesto o un grupo determinado de compuestos en funcién de la
polaridad del disolvente empleado [6]. Por otro lado, la extraccion liquido-liquido es un
método de fraccionamiento grueso basado en las diferencias de los coeficientes de
reparto de los metabolitos extraidos entre dos liquidos inmiscibles (uno polar y otro
apolar) [7].

1.1.3. Técnicas cromatogréaficas: Cromatografia de Capa Fina (CCF) y

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia es una técnica de separacion basada en la diferencia de afinidad entre
los componentes de una mezcla en dos fases inmiscibles, una fase estacionaria y una
fase movil [8]. Se utilizan ampliamente en quimica organica, para aislar y purificar

productos [9].

La cromatografia de capa fina es una técnica analitica rapida y sencilla, utilizada para
separar mezclas no volatiles. Siendo su principio basico de adsorcion se fundamenta

en la separacién segun la polaridad de los compuestos [10].

Por otro lado, la cromatografia de gases se caracteriza por tener alta capacidad de
separacion, sensibilidad y selectividad en el analisis de compuestos volatiles. Dicho
cromatografo de gases puede estar acoplado a un espectrometro de masas para la
identificacion de los compuestos. Sin embargo, algunas veces, los compuestos mas
polares requieren una derivatizacion quimica para mejorar su volatilidad y estabilidad

térmica [8].

1.1.4. Biodiversidad de Ecuador

En la cuenca amazodnica, la biodiversidad de especies y recursos genéticos es la mas
diversa y compleja del planeta [11]. Alrededor de 3000 especies de plantas Utiles para
distintos fines han sido clasificadas, muchas de ellas con potenciales propiedades
farmacologicas, entre otras. Sin embargo, de la biodiversidad amazdnica ecuatoriana
aun falta mucho por conocer [11]. Asi pues, la naturaleza se presenta como una fuente

importante de nuevos prototipos de farmacos, siendo las plantas la principal fuente para

2



el tratamiento de un amplio espectro de enfermedades [12]. De hecho, el
descubrimiento de varios agentes anticancerigenos eficaces a partir de plantas puede
atribuirse, directa o indirectamente, a un historial de uso de la planta relevante en la

medicina tradicional [12].

1.1.5. Familia Apocynaceae

La familia Apocynaceae sobresale por ser una de las familias mas numerosas del reino
vegetal, conformada por 424 géneros y con mas de 4 600 especies distribuidas en cinco
subfamilias como Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae y
Asclepiadoideae [13]. Se caracterizan por ser arbustos, plantas lefiosas o herbaceas
que contienen latex lechoso [13,14]. Presentan una distribucion naturalizada, donde las
aves y las actividades humanas han provocado su dispersion en las zonas tropicales,
subtropicales y templadas [13].

1.1.6. Usos e importancia

Apocynaceae es una importante fuente de farmacos utilizados en la medicina moderna
[15]. Los usos etnomedicinales y el conocimiento tradicional de las plantas
Apocynaceae han dado lugar a una amplia evaluacibn de las propiedades
farmacoldgicas de muchas plantas de esta familia. Se sabe que los extractos crudos,
asi como los compuestos aislados (oleandrina, acido gimnémico, vinblastina, lupeol y
guebrachamina), poseen una amplia gama de actividades biolégicas, tales como:
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, hepatoprotector, y anticancerigena [13].
Dichas bioactividades vienen efectuadas por la amplia gama de metabolitos
secundarios presentes en las especies de esta familia tales como compuestos fendlicos
simples, flavonoides, terpenos, esteroles, glucésidos cardiotdénicos (cardendlidos),
lignanos y alcaloides donde algunos de estos grupos de metabolitos contribuyen a la
actividad anticancerigena [13,16]. Cabe resaltar que la mayoria de las plantas de esta
familia son ricas en alcaloides [13]. A pesar de que muchas especies de esta familia son
conocidas por su potencial ethomédico, muy pocas de ellas han sido estudiadas

sistematicamente y evaluadas farmacol6gicamente [13].



1.1.7. Aspidosperma excelsum: Usos populares

La especie Aspidosperma excelsum tiene un mayor uso popular en el tratamiento de la
malaria y enfermedades febriles [15,17]. Ademas de ser implementado por los nativos
del Amazonas como antiinflamatorio, antihipertensivo, anticonceptivo e inclusive para el

tratamiento de la diabetes [15].

1.2 Metabolitos secundarios

1.2.1. Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos presentan un numeroso grupo ampliamente distribuido en la
naturaleza por el cual existe un interés creciente en los mismos debido a su efecto
contra algunas enfermedades como ciertos canceres y desordenes cardiacos derivados

de su poderosa actividad antioxidante [16].

Se caracterizan por la presencia de numerosos anillos fendlicos [18]. Clasificados en
dos grandes grupos principales conocidos como flavonoides y no flavonoides [19]. Los
flavonoides son compuestos fendlicos diaril-propanicos, es decir su estructura es del
tipo Ce-C3-Cs, con dos anillos aromaticos unidos entre si por una cadena de tres
carbonos ciclada a través de un oxigeno, ver Figura 1 [20,21]. Ademas, se divide en
seis subclases diferentes en donde se encuentran flavonas, flavonoles, flavononas,
isoflavonas, flavanos y antocianinas [19,20]. Por otro lado, el grupo de no flavonoides
son compuestos mas simples que presentan uno 0 mas grupos sustituyentes —OH
(hidroxilo) unidos directamente a un anillo aromatico [22]. El Fenol (CsHsO) es el
compuesto mas sencillo de este grupo [22], ver Figura 1.

Flavonoide Fenol

Figura 1. Estructura quimica base de Flavonoides y Fenol
Fuente: CAS SciFinder



1.2.2. Alcaloides

Los alcaloides son uno de los grupos mas amplios y diversos de compuestos
secundarios nitrogenados de bajo peso molecular de origen natural derivados de
aminoacidos o del proceso de transaminacion [23]. En los tejidos vegetales se pueden
encontrar como sales hidrosolubles, ésteres o combinados con taninos o azlcares, rara
vez se encuentran como bases libres [8]. Son compuestos de gran interés cientifico
debido al potencial farmacolégico que poseen. Su actividad biolégica es diversa, van
desde presentar actividad sobre el sistema nervioso central, disfuncion cardiaca hasta
presentar actividad como agentes antibiéticos, antiinflamatorios, anticancerigenos,
entre otros [24]. Ademas, presentan potencial para la industria alimenticia, cosmética y
agricola [8].

La clasificaciébn mas utilizada es con base en su aminoacido precursor que proporciona
tanto el &tomo de nitrégeno como la porcién fundamental del esqueleto del alcaloide. El
en caso de la familia Apocynaceae predominan los compuestos derivados del triptéfano,
ver Tabla 1 [8]. Sobresaliendo como principales metabolitos secundarios presentes en
las especies de Aspidosperma, los alcaloides inddlicos monoterpénicos, de los cuales
se han aislado unos 250y presentan una considerable diversidad estructural [15]. Varios

de ellos han mostrado importantes actividades farmacoldgicas [15].

Tabla 1. Clasificacion de alcaloides con base en su aminoacido precursor y su distribucién en
el reino Plantae

L-Ornitina L-Tirosina L-Triptéfano L-Lisina L-Histidina
< Tropano o' Feniletilamina « Indol Lk Quinolizidina &% Imidazol
= Pirrolidina o7 |soquinolinas o™ Quinolina C Piperidina
L Pirrolizidina o Bencilisoquinolinas < B-Carbolina L& Indolizidina

Familia en la que se han reportado
" Asteraceae 2 Amaranthaceae = Amaranthaceae ' Crassulaceae ¢ Cactaceae

Boraginaceae £ Amaryllidaceae 2 Asteraceae 2 Fabaceae 2 Rutaceae

Capparidaceae “* Berberidaceae ' Apocynaceae 2+ Piperaceae

Erythroxylaceae @' Cactaceae % Convolvulaceae " Punicaceae

Fabaceae 2+ Euphorbiaceae 2 Elaeagnaceae
%' Solanaceae & Liliaceae = Fabaceae

Loganiaceae “' lcacinaceae
Menispermaceae ' Loganiaceae
Papaveraceae = Malvaceae
Poaceae % Nyssaceae
Ranunculaceae = Poaceae
Rhamnaceae 2 Rubiaceae
Rubiaceae © Zygophyllaceae

Fuente: Cuevas [8]



1.2.3. Cardendlidos

Los cardendlidos son glucésidos de esteroides con una aglicona pentaciclica y de cero
a cuatro monosacaridos unidos por el enlace p-O-glicosilo al C3 del esteroide [25], ver
Figura 2. Con una enorme diversidad de formas quimicas, estos metabolitos
secundarios se encuentran distribuidos esporadicamente como glucdsidos o como
geninas libres (lactona méas esteroide) en varias familias botanicas [26,27]. Es
generalmente aceptado que los cardendlidos son una potente defensa quimica exhibida
por las plantas contra varios depredadores [27].
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Figura 2. Estructura quimica base de cardendlidos
Fuente: Cotacachi [26]

La familia Apocynaceae sobresale con el mayor nUmero de plantas que contienen
cardendlidos en comparacién con otras familias [27]. Esta familia representa mas de la
mitad de los 55 géneros que contienen cardendlidos, incluyendo los dos géneros
(Asclepias y Strophanthus) con mas especies que contienen cardendlidos [27]. Se ha
observado que la concentracion de cardendlidos varia en diferentes especies del mismo
género e igual forma que el contenido de cardendlidos en varias partes de una misma
planta [27]. Asi pues, se ha demostrado que a bajas concentraciones, los cardendlidos
son farmacos de un gran valor para tratar la insuficiencia cardiaca en humanos.
Ademas, han mostrado una destacada actividad anticancerigena asi como para el

tratamiento de otras enfermedades [27].



1.3. Enfoque preliminar de cf. Aspidosperma excelsum

Cotacachi [26] menciona en su estudio que se realizé la respectiva identificacion de
cardendlidos con actividad anti-cancer presentes en extractos metandlicos de las
especies vegetales: Tabernaemontana sananho, Rauvolfia praecox, Himatanthus
tarapotensis, Himatanthus bracteatus, cf. Aspidosperma excelsum y Nerium oleander,
todas de la familia Apocynaceae. De entre las cuales, H. tarapotensis y H. bracteatus
sobresalieron con una considerable cantidad de cardendlidos con actividad anti-cancer
en concentraciones altas, mas no superiores a N. Oleander (especie modelo), la cual
presentdé la mayor cantidad de cardendlidos; a diferencia de cf. Aspidosperma
excelsum, que presentd una casi nula cantidad de cardendlidos. Sin embargo, estas
tres especies H. tarapotensis, H. bracteatus y A. excelsum presentan una potente
actividad citotoxica en lineas celulares de céncer de cuello uterino (HelLa) y
meduloblastoma (D-384) en las que fueron evaluadas, por lo que se sospecha que la
actividad citotdxica alcanzada no solo se le atribuiria a los cardendlidos como es
evidente en la especie cf. Aspidosperma excelsum por su baja concentracion de
cardendlidos sino a otros posibles metabolitos potenciales como alcaloides, los cuales,

estan presentes en esta y otras especies de la familia Apocynaceae.

1.4. Planteamiento del problema a investigar

El cancer es una de las causas principales de muerte en todo el mundo. En el 2020, se
registraron casi 10 millones de fallecimientos (www.who.int/es). La incidencia de esta
enfermedad aumenta considerablemente con la edad, muy probablemente por la
acumulacién de factores de riesgo de determinados tipos de cancer incluido la
combinacién con la pérdida de eficacia de los mecanismos de reparacién celular que
suele ocurrir con la edad (www.who.int/es). Los tratamientos que se aplican hoy en dia,
tales como radioterapia y la quimioterapia, si bien es cierto, han ayudado de gran
manera, pero, al no ser especificos resultan con efectos secundarios adversos por lo
gque es de suma importancia encontrar tratamientos opcionales con mejor selectividad
hacia las células cancerigenas. En este caso, metabolitos secundarios bioactivos

provenientes de la especie cf. Aspidosperma excelsum.


http://www.who.int/es
http://www.who.int/es

1.5. Justificacion de la investigacion

La identificacién y caracterizacion de compuestos provenientes de fuentes naturales
gque se podrian considerar bioactivos en el campo de la prevencion y el tratamiento del
cancer ha despertado un gran interés, debido a la capacidad de regular, tanto a nivel
molecular como celular, la supervivencia y la muerte de las células cancerosas a traves
de multiples vias de sefializacién [28]. Los multiples objetivos que pueden verse
afectados por estos compuestos, ha estimulado la busqueda de fuentes biologicas
donde sera posible extraerlos en cantidades significativas [28].

Como se mencioné anteriormente, una excelente fuente biolégica de la que se tiene
conocimiento son las plantas de la familia Apocynaceae, la cual sobresale con una
numerosa cantidad de especies que contienen cardendlidos y una gran variedad de
metabolitos secundarios con potencial anticancerigeno [13,29]. Razones por las cuales
estas especies pueden ser tomadas como el punto de partida para realizar una
caracterizaciéon preliminar de la actividad anti-cancer. En este estudio se profundizara
lo realizado por Cotacachi [26] con un andlisis fitoquimico completo, abarcando
metabolitos potenciales como alcaloides, fenoles, flavonoides, entre otros y la
cuantificacién de los mismos. Siendo asi, en esta investigacién especificamente el
analisis se llevara a cabo para la especie cf. A. excelsum, con la finalidad de poder
determinar preliminarmente, si la actividad anticancerigena presentada por esta especie
en las lineas celulares HelLa y D-384, previamente, se le puede atribuir a otro tipo de
metabolito como alcaloides 0 demas presentes en la especie, tomando en cuenta la

baja presencia de cardendlidos obtenida.
1.6. Objetivos de lainvestigacién
1.6.1. Objetivo General

Caracterizar preliminarmente las fracciones del extracto metandlico de las hojas

de la especie cf. Aspidosperma excelsum con actividad anticancerigena.



1.6.2. Objetivos Especificos
= Fraccionar el extracto metandlico de las hojas de la especie cf. Aspidosperma
excelsum por medio de técnicas cromatograficas.
= Determinar la actividad anticancerigena de las fracciones obtenidas en las
lineas celulares.
= Caracterizar preliminarmente las fracciones con actividad anticancerigena

mediante tamizaje quimico y GC-MS.

CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1. Preparacién del extracto primario de metanol

Las hojas de la especie Aspidosperma excelsum se tomaron del punto de muestreo
indicado en Cotacachi [26] bajo el permiso otorgado por el Ministerio del Ambiente,
Agua y Transicién Ecol6gica mediante el Contrato Marco MAAE-DBI-CM-2021-151.
Una vez recolectadas, las hojas fueron cortadas en pequefios fragmentos y secadas
en una estufa con flujo de aire a una temperatura de 40°C durante 5 dias. El extracto
metandlico fue preparado macerando 165 g de hojas secas en metanol al 80% (1/10
planta/solvente; 3 repeticiones x 24h) [30]. Posteriormente, con la ayuda de un
rotavaporador (BUCHI Rotavapor™ R-300) se concentrd el extracto a 50 mbar y 37°C,
dando como resultado un extracto crudo metandlico de 19.29 g, el cual finalmente fue

almacenado a 4°C.

2.2.  Fraccionamiento del extracto primario de metanol mediante

extraccion liquido-liquido usando solventes de polaridad creciente

El extracto primario de metanol (6 g) se sometid inicialmente a un proceso de
desengrasado con hexano donde se siguié un proceso modificado de [31] que se
resume en breve. Se peso 6 g, se afiadi6 60 mL de hexano y se dej6 en el bafio
ultrasonico por hora y media. Posteriormente, se reservé el sobrenadante (Fr. Hexano;
grasa) y al remanente se le afladié metanol acuoso al 10 % (50 mL) y se realiz6 lavados
con acetato de etilo (AcOEt) y butanol (BuOH) (50 mL x 3) [32], obteniendo los extractos
Fr. AcOEt y Fr. BUuOH respectivamente, los cuales fueron llevados hasta sequedad con

ayuda del rotavaporador (BUCHI Rotavapor™ R-300) incluyendo la fraccion de hexano
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(Fr. Hexano). Dando como resultado: 538.7 mg de extracto de Fr.AcOEt, 4.84 g de
extracto de Fr. BUOH y 1g de Fr. Hexano.

2.3. Extraccion Soxhlet de Cloroformo para extraccion de alcaloides

La extraccion Soxhlet se llevé acabo segun el método descrito por Cevallos-Morillo [6]
con ciertas modificaciones. Para ello, se pesaron 25 g de hojas seca de cf.
Aspidosperma excelsum, se pulverizo y se ajusté a pH 11 con aproximadamente 30 mL
de una solucion de KOH (85%) al 5%. Después se dej6 enfriar la mezcla a 3°C durante
una noche y posteriormente se sometié a extraccion Soxhlet con 250 mL de cloroformo
durante 12h, dos veces. Finalmente, el extracto fue llevado hasta sequedad utilizando
el rotavaporador (BUCHI Rotavapor™ R-300), dando como resultado un extracto de
cloroformo de 2.35 g.

2.4. Tamizaje Fitoquimico de cf. Aspidosperma excelsum

Se determinaron de forma cualitativa metabolitos de interés en los distintos extractos
obtenidos de las hojas de cf. A. excelsum: Extracto primario de metanol (MetOH),
Fraccion de hexano, Fraccion de AcOEt, Fraccion de BuOH y Soxhlet CHCI; (una
proporcion de 10 mg disueltos en 2 mL; por cada test) adaptando los procedimientos
basados en [33,34].

2.4.1. Determinacioén cualitativa de fenoles

Test Folin-Ciocalteu: A cada extracto se le afladié unas gotas del reactivo de Folin-
Ciocalteu 2 M comercial (consiste de una mezcla de &acidos fosfomolibdico vy
fosfotuingstico de color amarillo) y carbonato de sodio al 7%. Para el control positivo, en
un tubo de ensayo se afiadio unas gotas de acido galico con unas gotas del reactivo de
Folin-Ciocalteu 2 M y carbonato de sodio 7%. El desarrollo de un color verde azulado

se toma como presencia positiva de fenoles.
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2.4.2. Determinacién cualitativa de flavonoides

Test de Shinoda: A cada extracto se le afiadio unas gotas de HCI concentrado (37%)
mMas una pequefia cucharada de polvo de magnesio. Para el control positivo, en un tubo
de ensayo se afadi6 gotas de quercetina (95%) con unas gotas de acetato de sodio
(1M) y solucién de tricloruro de aluminio (10%). El desarrollo de un color rosa o rojo

carmesi indica la presencia de flavonoides.

2.4.3. Determinacioén cualitativa de alcaloides

Test de Dragendorff: A cada extracto se afiadieron unas gotas del reactivo de
Dragendorff (solucion de nitrato basico de bismuto con &cido acético y yoduro de
potasio) [35]. Para el control positivo, a 2 mg de atropina se le afiadié unas gotas del
reactivo de Dragendorff. El desarrollo de un color anaranjado rojizo indica la presencia

de alcaloides.

2.4.4. Determinacion cualitativa de terpenoides

Test de Salkowski: A cada extracto se mezcldé con 2 mL de cloroformo. Se afiadio
lentamente 2 mL de H.SO. concentrado a lo largo de las paredes de los tubos de
ensayo. Se form6 un precipitado de color marrén rabano en la interfaz que indica la

presencia de terpenoides.

2.4.5. Determinacion cualitativa de glucésidos cardiacos y cardendlidos

En primera instancia, al extracto metandlico se le realizé una extraccion de cardendlidos
basado en la metodologia aplicada por Cotacachi [26], posteriormente se realizo el test
de Keller-Killani. Para el cual, se tomé una alicuota de 2.5 mL del sobrenadante
resultante de la extraccién de cardendlidos realizado a cada extracto y se agrego6 1.5
mL de &cido acético glacial. Posteriormente, se adicionaron entre 3y 4 gotas de cloruro
férrico al 5% y 1 mL de H,SO4 concentrado. Para el control positivo, a 50 pl de 2(5H)-
Furanona se le afiadié exactamente las mismas cantidades mencionadas. El desarrollo
de un anillo marrén en la interfase indica las caracteristicas del desoxi-azlicar de los
cardendlidos, lo que confirma la presencia positiva de cardendlidos. Ademas, la
presencia de un anillo verde-violeta que aparece debajo del anillo marrén, en la capa
de acido acético, indica la presencia positiva de glucdsido.
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2.5. Determinacion cuantitativa de fenoles por espectrofotometria UV-Vis

El método aplicado para llevar a cabo la cuantificacién de fenoles totales esta basado
en Medina [36] con ligeras modificaciones. En un inicio, se preparé la solucién madre
de acido gélico (97.5%) y solucién de carbonato de sodio (NaCOs) (7%). Para ello,
primero se pes6 5 mg de acido galico y se disolvié con 1 mL de agua destilada en un
tubo Eppendorf mientras que por otro lado se pesé 3.5 mg de Na.COs y se disolvié con
agua destilada en un balon de aforo de 50 mL. Después, se prepararon soluciones hijas
de &cido galico de 25, 50, 100, 200 y 400 pg/mL en tubos Eppendorf de 1.5 mL.
Posteriormente, se afiadié 100 pL de cada soluciéon de &cido gélico (25 — 400 pg/mL)
en tubos de ensayo de 5 mL y se mezclé con 40 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2M,
seguido de 860 puL de agua destilada. Se realizd agitacion por vortex durante 10
segundos y se dej6 reposar durante 5 minutos. Después, se agregaron 100 uL de la
solucion carbonato de sodio y 900 pL de agua destilada. Se realiz6 agitacion por vortex
por pocos segundos y se dejé reposar en oscuridad durante 60 minutos. Este proceso
se realiz6 por triplicado para cada concentracibn de solucion de &cido galico.
Finalmente, se leyd la absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro UV-VIS
(Shimadzu, UV-3600 Plus).

2.6. Determinacidon cuantitativa de flavonoides por espectrofotometria UV-
Vis

El método aplicado para llevar a cabo la cuantificacién de flavonoides totales esta
basado en Wang [37] con ligeras variaciones. Inicialmente, se prepard la solucion madre
de quercetina (95%), la solucién de acetato de sodio 1 My la solucion de tricloruro de
aluminio (99%) al 10%. Para lo cual, primero se pes6 5 mg de quercetina y se disolvié
con metanol en un bal6n de aforo de 10 mL mientras que por separado en 2 balones de
aforo de 25 mL con metanol se disolvié el peso respectivo de 2.05 g de acetato de sodio
anhidro y 2.5 g de tricloruro de aluminio (99%). A continuacién, para la preparacion del
blanco control se afiadi6 100 uL de solucién de acetato de sodio (1 M), 100 pL de
solucion de tricloruro de aluminio (10%) y se mezclé con 4.8 mL de metanol. Para el
blanco se afiadié 500 uL de cada solucién de quercetina (5 - 50 pg/mL) y se mezclé con

4.5 mL de metanol.
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Para la curva de calibracién, se prepararon soluciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL
en tubos de ensayo partiendo de la solucién madre de quercetina de 0.5 mg/mL. Una
vez preparado todo ello, se colocé 500 L de cada solucion de quercetina (5 - 50 pg/mL)
en tubos de ensayo de 5 mL y se mezclé con 4.3 mL de metanol, seguido de 100 pL de
soluciéon de acetato de sodio (1M) y 100 pL de solucién de tricloruro de aluminio (10%).
Todo este proceso se realizé por triplicado para cada concentracion de solucién de
quercetina. Se realizd agitacién por vortex por 5 segundos y se dejé en reposo y
oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se leyd la
absorbancia a una longitud de onda de 438 nm en un espectrofotbmetro UV-VIS
(Shimadzu, UV-3600 Plus).

2.7. Determinacién cuantitativa de alcaloides por espectrofotometria UV-
Vis

El método aplicado para llevar a cabo la cuantificacion de flavonoides totales fue
preparado segun el procedimiento descrito por Cevallos-Morillo [6] bajo ligeras
modificaciones. Para la preparacion de la solucién de verde de bromocresol (VBC) 0.1
mM, se pes6 7 mg de VBC, se afadié 0.3 mL de NaOH 2 mol/L con 0.5 mL de agua
destilada hasta que se disuelva completamente y la solucién se diluyé hasta 100 mL
con agua destilada en un bal6n de 100 mL. Asi mismo, para la preparacion de la
solucion de fosfato de potasio (K:HPO,), se pesé 3.55 mg de K:HPO,al 98%, se colocé
una cierta cantidad de agua para disolverlo y se someti6 a calor. Se ajust6 el pH a 4,7
con acido citrico solido, se trasvasé a un balén de 100 mL y se aford con agua destilada.
A continuacién, para la preparacion de la solucion estandar de atropina (>99%), se peso

10 mg de atropina y se disolvié con agua destilada en un balén aforado de 10 mL.

Para la curva de calibracion, se prepararon soluciones de 4, 8, 12, 16, 20 y 24 pg/mL
de una solucién de atropina. A cada tubo se le afiadié 2.5 mL de buffer fosfato mas 2.5
mL de la solucion de VBC para el arrastre de los componentes organicos se afiadié 5
mL de cloroformo. Se realiz6 agitacién por vértex durante 1 minuto se centrifug6 por
tres minutos a 2000 rpm y con ayuda de una pipeta se descart6 el sobrenadante (fase
acuosa) quedando solo la fase organica en cada tubo. De igual forma se prepar6 el
blanco pero sin adicionar estandar atropina. Finalmente, se realiz6 la lectura de

absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu, UV-3600 Plus).
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2.8. Determinacion cuantitativa de cardendlidos del extracto primario de
metanol por espectrofotometria UV-Vis

Previo a la cuantificacion, se realiz6 una extraccion de cardenolidos basado en
Cotacachi [26]. Para la cual, se pes6 50 mg del extracto primario de metanol se colocé
en tubos conicos de 50 mL. Se disolvié con 10 mL de metanol al 70% y se centrifugd a
4 700 rpm durante 15 minutos. Posteriormente, se descart6 el sedimento, se afiadi6 2.5
mL de acetato de plomo (II) al 15% (p/v) y la solucion resultante se centrifugd a las
condiciones iniciales. De igual forma, se descarté el sedimento, se agregé 5 mL de
fosfato monopotésico al 4% (p/v) y nuevamente se centrifugo la solucion resultante en
las mismas condiciones. El sobrenadante se transfirié a tubos cénicos de 50 mL (se
transfiri6 aproximadamente 15 mL de sobrenadante).

La determinacion de cardendlidos totales fue realizada segun los métodos descritos en
[38,39] bajo pequefias adaptaciones. Inicialmente, se preparo las soluciones estandar
de &cido 3,5-dinitrobenzoico (99%) al 2% y KOH 1N. Para ello, se pesé 100 mg de 4cido
3,5-dinitrobenzoico y se disolvié con 5 mL de metanol. Asi mismo, se pesé 280 mg de
KOH y se disolvié con 5 mL de metanol. Por otro lado, para obtener la solucién estandar
de 2(5H)-Furanona (98%) de 12 pg/uL, se tomé una alicuota de 10 pL de 2(5H)-
Furanona y se disolvié en 1 mL de metanol en un tubo Eppendorf cubierto con papel

aluminio.

Seguido de ello, para la curva de calibracién de 2(5H)-Furanona (98%) se preparé
soluciones hijas de 0.5, 2, 4, 6, 8, 10 pg/uL de la solucion estandar de 2(5H)-Furanona
de 12 pg/pL. A continuacion, se mezcld 100 pL del reactivo de Kedde (4cido 3,5-
dinitrobenzoico:KOH; 1:1) con 100 ul de cada concentracién preparada de 2(5H)-
Furanona. Para el blanco muestra, se mezclé 100 pL de metanol con 100 pL del reactivo
de Kedde. Finalmente, la absorbancia se midié a 560 nm después de 2.5 minutos en un
lector de espectrofotémetro de placa multipocillo (GloMax® Explorer Multimode

Microplate Reader).

2.9. Cromatografia de capa fina (CCF) de los diferentes extractos

Se eluyeron placas de silica gel sobre aluminio (5 cm x 3 cm) con mezclas de disolventes
(metanol, hexano, diclorometano (DCM) y acetato de etilo) a distintas concentraciones

y como reveladores se uso0 el reactivo de Dragendorff, sulfato cérico o yodo. En dichas
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placas, se sembro en proporciones de 10 mg disueltos en 2 mL; por cada extracto (Ext.
MetOH, Fr. Hexano, Fr. AcOEt y Soxhlet CHCI5).

2.10. Extraccion de alcaloides para andlisis por GC-MS

La extraccion de alcaloides se realizd basado en el grupo de Cespedes-Acufia [40]. Se
pes6 360 mg de extracto metandlico en un tubo Eppendorf de 2 mL y se afiadié 1 mL
de MetOH. De igual forma, se pesaron 360 mg en otros tres tubos Eppendorf y se afiadio
500 yL de MetOH con 500 yL de cafeina (0.01 mg/mL), con el fin de realizar una
extraccion por triplicado con cafeina como estandar interno durante el ensayo. Se
realizé agitacion por vortex durante 15 segundos, se dej6 en el bafio ultrasénico por
aproximadamente 2 horas y se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos. A continuacion,
se trasvaso 700 pL del sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo de 2 mL y se coloco
en una estufa durante 14 horas a una temperatura de 40°C. Una vez transcurrido el
tiempo, se afiadié 500 pL de H.SO. al 2% y se dio agitacion por vortex. La solucion
acida se desengraso con éter etilico (500 pL x 3; 10 000 rpm por 5 minutos) y se basifico
con 200 pL NH4OH al 25%. Posteriormente, los alcaloides se extrajeron con éter etilico
(500 pL x 3; 10 000 rpm por 5 minutos) y el tubo Eppendorf recolector del mismo, se
colocé en una estufa a 50°C por 1 noche. Finalmente, la mezcla seca de alcaloides se
resuspendié con 100 uL de MetOH grado HPLC para su posterior analisis mediante GC-
MS.

2.11. Andlisis de GC-MS para identificar potenciales compuestos

anticancerigenos presentes en el extracto alcaloideo

El andlisis fue desarrollado basado en el protocolo planteado por el grupo de Cespedes-
Acufia [40] usando un cromatografo de gases acoplado al espectrometro de masas
GCMS-QP2020 NX de cuadrupolo simple, Shimadzu y columna capilar SH-1-5MS (30
m x 0.25 mm x 0.25 ym). El programa de temperatura fue: 100-180°C a 15°C/min, 180-
300°C a 5°C/min, manteniéndose finalmente por 10 minutos. La inyeccion se realizé a
250°C. El flujo de gas portador (helio) fue de 1.05 mL/min. Ademas, se inyect6 1 pL de
los extractos de alcaloides directamente en el GC-MS. Se us6 cafeina como estandar
interno. El indice de retencién Kovats (RI) de los compuestos se registré con una mezcla
de n-alcanos de calibracién estandar (C7-C33). Los compuestos se identificaron
comparando su fragmentacion espectral de masas con el espectro de referencia

estandar usando la biblioteca de masas (NIST20 v2.4).
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2.12. Procedimiento de cultivo celular

El cultivo celular se realiz6 en la linea celular de adenocarcinoma de mama (MCF-7) y
fibroblastos de préstata normal (PNT2), cultivadas en medio EMEM suplementado con
suero fetal bovino al 10%, solucion antibiético-antimicotica al 1% (100 unidades/mL de
penicilina G, 100 ug/mL de estreptomicina y 0.25 ug/mL de anfotericina B), 1 % de L-
glutamina (2mM) y 1% de aminoacidos no esenciales. Las células se incubaron a 37°C
en una atmésfera de CO- al 5% y monitoreadas en la cAmara de Neubauer mediante

microscopia invertida.

2.13. Andlisis de viabilidad celular mediante ensayo MTS

Se realizé el ensayo colorimétrico 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetonifenol)-2-
(4-sulfofenil) (MTS) para cuantificar la viabilidad y citotoxicidad de los extractos (Fr.
Hexano, Fr. AcOEt, Ext. MetOH, Soxhlet CHCIs) con las lineas celulares MCF-7 y PNT2.
Para ello, se sembraron 5x102 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron
durante 24 h. Luego, las células se trataron por triplicado con 50 ug/mL de los 4
extractos a analizar. Como control negativo se empleé dimetilsulféxido (DMSO) al 0,1
% v/v y Doxorrubicina (SIGMA) 1 uM como control positivo, el tiempo de exposicion fue
de 48 h. Cuatro horas antes de que finalizar el tratamiento se agregd 20 uL/pocillo de
solucion de reactivo MTS (5 mg/mL) y se incub6é en oscuridad hasta culminar el
tratamiento a 37°C. Finalmente, la absorbancia se midié a 490 nm. En lo que respecta
al andlisis estadistico, los datos obtenidos se presentaron como medias de tres

experimentos independientes.

CAPITULO lIl: PRESENTACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Tamizaje Fitoquimico de extractos de cf. Aspidosperma excelsum

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los diferentes extractos de hojas de
cf. Aspidosperma excelsum se reflejan en la Tabla 2. La determinacion cualitativa de
metabolitos indica que el extracto primario de metanol y la fraccion de BUOH presentan
compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, terpenoides y glucésidos cardiotdnicos,

mientras que, tanto la fraccion de AcOEt como el extracto de CHCIl; a diferencia de los
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primeros extractos mencionados, no presentan glucésidos cardioténicos. En el caso de
la fraccibn hexano por la naturaleza de su coloracion fue imposible visualizar alguin

cambio de coloracion en los diferentes test realizados.

Al resultar positivo la presencia de cardendlidos en esta especie vegetal, coincide con
la descripcion del grupo de Patil [13], donde se menciona que ciertas especies
pertenecientes a la familia Apocynaceae presentan glucésidos, especificamente
glucésidos cardiotdnicos del tipo cardendlidos, los cuales han reportado actividad

anticancerigena.
Un grupo de metabolitos importante a considerar son los alcaloides, debido a que la
mayoria de las plantas de la familia Apocynaceae son ricas en alcaloides y algunos han

reportado actividad anticancerigena [13].

Tabla 2. Metabolitos detectados en el tamizaje fitoquimico de extractos de cf. Aspidosperma

excelsum
Extractos
Metabolitos Ext L, L, L,
Secundarios Test o Fraccion Fraccion Fraccion Soxhlet
rimario
pMetOH Hexano AcOEt BuOH  CHCls
Folin- .
Fenoles Ciocalteu (+) (+) (+) (+)
Flavonoides Shinoda (+) & (+) (+) (+)
Alcaloides Dragendorff (+) * (+) (+) (+)
Terpenoides Salkowski (+) & (+) (+) (+)
Glucésidos
cardioténicos  Keller-Killani (+) * (-) (+) )

(cardendlidos)
(+) presencia, (-) no presencia
(x) Imposible visualizacion de algin cambio de coloracién por el tono natural oscuro del extracto
Realizado por: Loja Steven, 2023
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3.2. Cuantificacion de Fenoles, Flavonoides y Alcaloides de extractos de
cf. Aspidosperma excelsum por espectrofotometria UV-Vis

Los resultados de la cuantificacion respectiva de fenoles, flavonoides y alcaloides se
reflejan en la Tabla 3. El contenido de fenoles totales fue determinado basandose en
una reaccion colorimétrica de oxido-reduccion utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu,
el cual cumple la funcién de agente oxidante [16]. Conjuntamente, el acido géalico se uso
como estandar medido a 750 nm. Por otro lado, el contenido de flavonoides totales fue
determinado basandose en el método descrito por Gracia [16] usando la quercetina
como estandar medido a 438 nm. Los resultados obtenidos de la cuantificacion de
fenoles y flavonoides estan expresados en equivalentes de acido gélico y de quercetina,
respectivamente. El contenido de alcaloides totales fue determinado mediante el
método utilizado por Shamsa [41], basado en la reaccion del alcaloide con verde de
bromocresol (VBC), formando un complejo de color amarillo medido a 415 nm usando
atropina como estandar. El extracto primario de metanol sobresali6 de manera
significativa en la cuantificacién tanto de fenoles, flavonoides y alcaloides; ver Tabla 3.
Sin embargo, las fracciones de AcOEt y Hexano presentaron la mayor cantidad de
compuestos polifendlicos (fenoles-flavonoides) y alcaloides, respectivamente. Con ello
se puede deducir que la especie vegetal presenta una mayor cantidad de alcaloides del
tipo no polar, debido a la clara predominancia y afinidad de alcaloides por la fase menos
polar como lo es la fraccion de hexano. No obstante, podemos inferir también que
presenta otra diversidad de tipos de alcaloides por la notable cuantificacién en las otras
fracciones, ver Tabla 3. Apocynaceae resalta por alcaloides de tipo: inddlicos,
iboganicos, terpenoidales y esteroidales, donde la polaridad de dichas estructuras

quimicas es variada [13].
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Tabla 3. Cuantificacion de Fenoles, Flavonoides y Alcaloides por espectrofotometria UV-Vis de extractos de cf. Aspidosperma excelsum (3,3 mg/mL)

Fenoles totales

Hg acido °{u acido grgﬁca::;'g
galltcolrtng galico tpor hoja seca de
extracto muestra 4" colsum
Extracto
. . 135,497 13,550
primario ! ’ 16,079
MetOH + 6,953 + 0,695
Fraccion 51,504 5,150
Hexano  +1314  +0,131 11dor)
Fraccion 156,602 15,660 1668
AcOEt + 4,667 + 0,467 ’
Fraccion 39,719 3,972
BuOH £2506  +0,251 Sk
Extracto 44 771 4 477
CHCIs + 2,668 + 0,267 2,017

N.D: No determinado
Realizado por: Loja Steven, 2023

Hg

quercetina/m
g extracto

2,330
+0,078

N.D

7,161
+0,077

1,013
+ 0,034

0,624
+ 0,090

Flavonoides totales

% quercetina

por muestra

0,233
+ 0,008

N.D

0,716
+ 0,008

0,101
+ 0,003

0,062
+ 0,009
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Alcaloides totales

mg

. Hg % mg alcaloide/g
gg:iitgaég alcaloides/m alcaloides hoja seca de
) g extracto pormuestra A. excelsum

A. excelsum

22,518 2,252

0,277 + 2531 +0,253 2,672
w A S
o BB o
0097 1or 6o 0223
0029 [3%05  sozpa  0923



En lo que respecta a alcaloides, al realizar su extraccién con cloroformo; un método de
extraccion alcalino de los alcaloides mayormente usado en otras investigaciones no ha
resultado 6ptimo en este caso, debido a que se obtuvieron cantidades bajas a diferencia
de otros protocolos para otras plantas como la sangre de drago donde el extracto de
cloroformo resulta enriquecido en alcaloides [6,9]. Se puede intuir que en la estructura
de los alcaloides presente en esta especie vegetal al resultar afines al hexano, puede
estar unido a otros compuestos como esteroides o terpenos, por lo que el nitrdgeno no
resaltaria como la parte mas importante de la estructura total sino mas bien toda su
estructura carbonada. Se sabe que en el caso de las especies de Aspidosperma,
predominan los alcaloides indolicos de considerable diversidad estructural, muchos de
los cuales contienen un esqueleto simple de [B-carbolina, con sistemas de anillos
triciclicos de pirido-indol, ver Figura 3 [42,43]. Un ejemplo de ello es la aspidocarpina,
compuesto preliminarmente identificado por GC-MS en esta investigacion, ver Tabla 7.
Uno de los principales metabolitos secundarios en las especies de este género son los
alcaloides indol monoterpénicos, y se han aislado alrededor de 250 de ellos, entre los
cuales, varios han mostrado diversas actividades farmacolégicas importantes tales
como antiplasmodiales, analgésicos, antiinflamatorios, antipasmédicos vy

anticancerigenos [15,42,44].

H
N
N‘l o~ 0/
" N\ 7
OH
= N
H
Piridina Indol B-carbolina Aspidocarpina

(Alcaloide indélico)

Figura 3. Estructuras que forman parte de un alcaloide inddlico
Realizado por: Loja Steven, 2023

3.3. Cuantificacion de Cardendlidos del extracto metandlico primario de cf.

Aspidosperma excelsum por espectrofotometria UV-Vis

El contenido de cardendlidos totales fue determinado mediante el método descrito por
Morsy [38] con ligeras modificaciones. El cual se basa en la obtencién de derivados
coloreados por reaccion con derivados polinitroaromaticos en solucién alcalina como el
reactivo de Kedde (acido 3,5-dinitrobenzoico:KOH) medido a 560 nm usando como

estandar la lactona 2(5H)-Furanona. El reactivo de Kedde reacciona con el anillo
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insaturado de la lactona el cual es caracteristico para los glucosidos cardiacos
disminuyendo las posibilidades de interferencia de los demas constituyentes de la
planta, lo que resulta en un buen método para la deteccién y cuantificacion de los

cardendlidos.

En este punto, la cuantificacion solo se llevo a cabo para el extracto metandlico primario;
el cual resulta de interés por la presencia de cardendlidos revelado en el tamizaje
fitoquimico previo, resultando afin al resultado obtenido por parte de Cotacachi [26]
donde, reporta la identificacion de cardendlidos en el extracto metandlico de cf.
Aspidosperma excelsum por UPLC-QTOF-MS. Sin embargo, la cuantificacion de
cardendlidos por espectrofotometria UV-Vis llevada a cabo tanto en esta investigacion
como por Cotacachi no mostraron resultados cuantificables debido a que mostraron
absorbancias muy pequefas que se encontraban por debajo del limite de deteccion
(L.D.D), ver Tabla 5. Por lo cual, se infiere que los cardendlidos estan presentes en esta

especie vegetal pero en bajas cantidades.

Tabla 4. Cuantificacion de cardendlidos por espectrofotometria UV-Vis del extracto
metandlico primario de cf. Aspidosperma excelsum

- pg/mL Contenido de cardenélidos
Absorbancia A=560 Cardendlidos [ug/mL extracto]
- < L.D.D. -

Realizado por: Loja Steven, 2023

Tabla 5. Parametros para la curva de calibracién de cardendlidos por
espectrofotometria UV-Vis utilizando 2(5H)-Furanona como estandar

Parametros Valor
Pendiente 0,1552
Intercepto 0,5713

R? 0,8793
L.D.D 2,0341 pg/mL
L.D.C 6,4768 pug/mL

L.D.D: Limite de deteccidn
L.D.C: Limite de cuantificacion
Realizado por: Loja Steven, 2023
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3.4. Cromatografia de Capa Fina (CCF) de los diferentes extractos

Con la finalidad de profundizar sobre las caracteristicas de los extractos obtenidos, se
decidié analizar los perfiles de sus cromatogramas de capa fina bajo diferentes
condiciones, ver Tabla 6. De los sistemas de disolventes evaluados como fases moviles,
el constituido por Hexano:AcOEt a una proporcién de 75:25 (v/v) permiti6 una mejor
resolucion del perfil cromatogréfico de los distintos extractos sembrados. La revelacion
con vapores de yodo y sulfato cérico reflejan bandas (manchas) a valores de Rf (Factor
de retencion) similares entre el extracto primario de MetOH, Fr. Hexano, Soxhlet de
CHCIs y Fr. AcOEt. Sin embargo, este ultimo se diferencia de los demas extractos por
presentar una menor cantidad de productos. Por lo tanto, entre los extractos sembrados,
la fraccién de AcOEt se muestra de manera preliminar como la éptima para una futura
extraccion y/o purificacion inicial de metabolitos secundarios potenciales presentes en

la especie cf. Aspidosperma excelsum.

El reactivo de Dragendorff es aplicado como agente revelador general de alcaloides,
cuya aplicacion produce bandas (manchas) generalmente de color anaranjado como
prueba positiva [45]. En la Tabla 6, placa C se colocé un estandar de nicotina; como
control positivo. Sin embargo, los extractos corridos no presentaron manchas de dicha
coloracién por lo tanto, se infiere la posible ausencia de alcaloides. Sin embargo, por el
tamizaje fitoquimico y cuantificacion realizada previamente tenemos certeza de la

presencia de alcaloides en los distintos extractos evaluados.

Como parte de esta investigacion las placas fueron visualizadas sin usar revelador
guimico, primero a la luz visible y posteriormente expuestas a la luz UV con longitudes
de onda de 254 nm y 365 nm. En todos los extractos sembrados al irradiar con ambas
longitudes de onda se obtuvo bandas con los Rf similares a los observados con los
reveladores quimicos. Por otro lado, al observar las placas bajo la luz visible, se
distinguen bandas de colores verde, amarillo y azul en todos los extractos sembrados,
esto debido a la presencia de pigmentos que también se pueden apreciar al utilizar la

luz violeta [46].
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Tabla 6. Placas de cromatografia de capa fina realizadas a los diferentes extractos (5,0 mg/mL)
Revelados con lampara UV-Vis, luz visible, sulfato cérico, yodo y reactivo de Dragendorff

Revelado

1) Extracto MetOH

2) Fr. Hexano

3) Fr. AcOEt

4) Soxhlet CHCl,

Fases Moviles Onda corta (365 nm) Onda larga (254 nm) Luz visible Sulfato cérico
e
Hx:AcOEt
(75:25)

DCM:MeOH
(75:25)

1) Extracto MetOH

2) Fr. Hexano

3) Fr. AcOEt

4) Soxhlet CHCl,
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Hx:AcOEt
(75:25)

1) Soxhlet CHCL,

2) Fr. ACOEt

3) Nicotina (estandar

Revelado con reactvio de
Dragendorff

Realizado por: Loja Steven, 2023
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3.5. Efectos de los diferentes extractos de las hojas de cf. Aspidosperma

excelsum sobre la viabilidad celular

La actividad antitumoral in vitro de los extractos obtenidos (50 ug/mL) fueron evaluados
en las lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) y fibroblastos de préstata normal
(PNT2) mediante el ensayo MTS, durante un periodo de 48 horas (Figura 4). El
porcentaje de citotoxicidad se evallo en comparacion con Doxorrubicina (100% de
citotoxicidad) y DMSO (0% de citotoxicidad). En el caso de Fr. Hexano y extracto de
Soxhlet de CHCI; exhibieron un porcentaje de citotoxicidad contra la linea MCF-7 del
5,36% y 19,36% respectivamente. El extracto primario de MetOH, Fr. AcCOEty Fr. BUuOH
no reflejaron efecto alguno. Por otro lado, en la linea PNT2, la fraccion AcOEt y Fr.
BuOH si exhibieron un porcentaje de citotoxicidad correspondiente al 10,17 %y 25,28%
respectivamente. El porcentaje de citotoxicidad mas alto se presentd por parte del
extracto de Soxhlet de CHCI; del 30,30%, mientras que el extracto primario de MetOH
y Fr. Hexano no reflejaron efecto alguno. Sin embargo, el efecto presentado por el
extracto de Soxhlet de CHCI; no es considerado dentro de los limites citotéxicos ya que
no supera el 50% de citotoxicidad. De modo que, los porcentajes de citotoxicidad
presentado por los otros extractos evaluados tampoco reflejarian un efecto citotéxico

significativo en las lineas celulares.

En cuanto a los resultados obtenidos de los ensayos en las lineas celulares se puede
observar que los extractos con un mayor porcentaje de citotoxicidad en comparacion a
los otros extractos evaluados son la fraccion BuOH y extracto de CHCIls, los cuales
presentan una baja cantidad de alcaloides y compuestos polifendlicos (fenoles-
flavonoides). Mientras que, con la fraccion de hexano se puede evidenciar lo contrario,
el cual sobresalié con una mayor concentracion de alcaloides (Tabla 3) y no result6 ser
la fraccién mas activa en cuanto a la actividad anticancerigena con las lineas MCF-7 y
PNT2. Por lo tanto, un alto contenido de alcaloides u compuestos polifenélicos no
significa necesariamente una mayor actividad anticancerigena e incluso se podria
asociar dicho porcentaje de inhibicidon presentado a uno u ciertos metabolitos con un
potencial citotéxico muy alto a bajas concentraciones, puesto que no necesitan estar a
una mayor concentracion para presentar una mayor actividad. Sin embargo, para
verificar esta hipétesis, habria que purificar compuestos de los extractos obtenidos y

evaluar su capacidad anticancerigena en las mismas lineas celulares.
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Concentracion del extracto 50 ug/mL

Figura 4. Efectos citotéxicos de los diferentes extractos de cf. Aspidosperma excelsum
mediante el ensayo de MTS.
Realizado por: Loja Steven, 2023

Cabe mencionar que la fraccién de hexano al ser la mas rica en alcaloides poco polares
y no presentar actividad anticancerigena en las lineas celulares evaluadas se puede

inferir que los alcaloides poco polares no son responsables de dicha actividad.

Por otro lado, el extracto inicial de metanol puesto aprueba en esta investigacion con
las lineas celulares humanas MCF-7 y PNT2 no presenté actividad anticancerigena
mientras que en la investigacion realizada por Cotacachi [26] el extracto inicial
metandlico de cf. Aspidosperma excelsum presentd una potencial actividad en las lineas
celulares humanas HelLA y D-384 por lo que se puede intuir que:

la especificidad de la célula, es decir al ser diferentes tejidos celulares, presentan

diferentes dianas moleculares [47] y por ende el efecto anticancerigeno de cada extracto
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puede variar inclusive en base a su composicion quimica (tamizaje fitoquimico). Esto
nos da un breve indicio de la posible variacién del potencial citotdxico que puede
presentar los distintos extractos de cf. A. excelsum dependiendo de la linea celular

humana en la que se realice el ensayo.

En lo que respecta a los alcaloides, especificamente del tipo indolicos aislados de
diversas plantas medicinales han mostrado actividades citotoxicas contra varias lineas
celulares cancerigenas induciendo autofagia, necroptosis y apoptosis bajo la influencia
de varias proteinas implicadas en la via apoptética [48]. Ademas, se ha reportado la
combinacion entre alcaloides aislados de la especie Catharanthus roseus (familia:
Apocynaceae) con otros agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de linfomas,
leucemias, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer testicular avanzado y sarcoma
de Kaposi [48]. Esto abre la posibilidad de un efecto aditivo (sinergia aditiva) o sinérgico
(sinergia potenciadora) con otros metabolitos [49].

Por parte de los compuestos fendlicos, las excepcionales propiedades antioxidantes los
hacen fuertes candidatos como agentes anticancerigenos. De hecho, varios trabajos de
investigacion han demostrado que los polifenoles podrian usarse como agentes
adyuvantes de quimioterapia en terapias contra el cancer [18]. Sus efectos
anticancerigenos estan asociados con su capacidad para inhibir la proliferacion celular
(quinasa regulada por sefal extracelular (Erk)1/2, ciclinas tipo D y quinasas
dependientes de ciclina (CDK)), factores angiogénicos (factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y MIC-1), cascadas de sefializacion oncogénicas (fosfoinositido 3-
qguinasa (PI3K) y proteina quinasa B (Akt)), que inducen la apoptosis y previenen la

migracion celular y la metastasis [1].

Por otro lado, el extracto metandlico que reporta Cotacachi [26] en su estudio proviene
del mismo punto de toma de muestra, el tiempo de recoleccién de la muestra fue un
periodo distinto, por lo que se puede inferir que posiblemente en ese lapso de tiempo la
especie vegetal presentaba una concentracion diferente de sus metabolitos
secundarios. Es mas, en la literatura se ha informado que una funcion importante de los
compuestos del metabolismo secundario es la de actuar como agentes alelopaticos, es
decir, intervienen en la defensa quimica de las plantas. Asi pues, los metabolitos
secundarios que son secretados por una planta, pueden interaccionar con otra planta
y/o con los componentes bidticos y abioticos del sustrato produciendo un efecto

negativo o positivo sobre ella [50]. Si bien las condiciones ambientales influyen en la
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sintesis de los compuestos con actividad alelopatica potencial, su potencialidad vuelve
a sufrir las consecuencias de la interaccién con el ambiente, pudiendo ser ésta
modificada por las distintas condiciones ambientales [50,51]. Por lo tanto, no siempre
se producirian sustancias cualitativas y cuantitativamente iguales, debido a que la
produccién y el perfil de estos compuestos quimicos pueden no mantenerse a través
del tiempo [50].

3.6. Identificacién preliminar de potenciales compuestos presentes en el

extracto alcaloideo por GC-MS

La identificacién preliminar de potenciales compuestos anticancerigenos como
resultado del analisis del extracto alcaloideo por GC-MS se refleja en la Tabla 7. Los
datos fueron procesados bajo los criterios descritos por Mogollon [52], en el cual la
identificacion de los picos se realiz6 mediante la comparacion de los espectros de la
muestra y la biblioteca (un minimo de coincidencia del 80 %), asi como la comparacién

de su Indices de retencion del programa de temperatura lineal (LTPRI).

Entre los posibles compuestos preliminares identificados, el 8-Hidroxicarvotanacetona,
Fitol, Clionasterol y Lupeol sobresalen por presentar actividad anticancerigena en lineas
celulares humanas. El 8-Hidroxicarvotanacetona presenta una potencial actividad
citotoxica contra el cancer de ovarios (OVCAR-8) y cancer de colon (HCT-116) [53]. El
Fitol sobresale por presentar una actividad citotoxica alta sobre las MCF-7 [54]. Por otro
lado, Clionasterol presentd citotoxicidad contra cancer de colon (Caco-2) y cancer
hepatico (HepG2) [55]. Finalmente, el Lupeol presenta un nivel de citotoxicidad baja
contra el cancer de mama (MCF-7) [56]. A partir, de lo encontrado se puede apreciar la
diversidad de compuestos con potencial anticancerigeno presentes en cf.
Aspidosperma excelsum que segun bibliografia la citotoxicidad varia dependiendo de la

linea celular en las que son evaluados estos compuestos.

La Aspidocarpina resulté preliminarmente identificada como se observa en la Tabla 7,
lo cual coincide en lo reportado por Robert [57] donde se menciona que la aspidocarpina
es un producto natural presente en esta especie. Cabe resaltar que es un alcaloide del
tipo inddlico, uno de los miembros més numerosos de alcaloides presentes en la Familia
Apocynaceae [13]. Sin embargo, en la literatura se menciona que presenta una actividad
antiparasitaria [58]. Por lo que podriamos dar por descartado a este compuesto como

uno de los responsables de la actividad citotoxica presentada en la MCF-7.

28



Tabla 7. Identificacion por GC-MS de compuestos en el extracto alcaloideo de cf. Aspidosperma excelsum

_ Tiempo de LTPRI® b
N° Posible compuesto CAS Formula Peso Retencidn M Tipo de Compuesto
propuesto molecular . .
(min) Exp. Lit.
1 Benzamida 55-21-0 C/H;NO 121.14 7.40 1340 1344 930 Amida aromatica
2 Aspidocarpina 466-45-5 C22HzoN203  370.50 7.46 1346 850 Alcaloide inddlico
3 8-Hidroxilinalool 64142-78-5 Ci10H1502 170.25 7.67 1367 1361 940 Monoterpeno aciclico
4 2-Fenilacetamida 103-81-1  CgHeNO  135.16 8.02 1402 1402 ggo Amidade acido
monocarboxilico
5 Tirosol 501-94-0 CsH100: 138.16 8.26 1426 1432 860 Feniletanoide
6 8-Hidroxicarvotanacetona 7712-46-1 C10H1602 168.23 8.37 1437 1436 910 Alcohol monoterpénico
7 Hidroxitolueno butilado 128-37-0 C15H240 220.35 9.29 1524 1518 860 Fendlico
8 rzﬁ‘eliﬁéh'drox'benzoato de 2150-47-2  CgHeOs  168.15 9.39 1532 860 Fendlico
9 2-Metoxibenzamida 2439-77-2 CgHoNO2 151.16 9.71 1559 920 Amida aromatica
10 Antiarol 642-71-7 CyH1204 184.19 10.30 1609 1614 860 Fendlico
11 Coniferol 32811-40-8 C10H1203 180.20 12.18 1747 1743 920 Monolignol
12 Loliolida 5089-02-6  CpHiOs  196.24 12.75 1787 1793 930 Lactona

monoterpenoide
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3-(4-hidroxibutil)-2-

AL s 91212-98-5  CuHx0,  184.27 14.16 1878 810

14 Dihidrosiringenina 20736-25-8 C11H1604 212.24 14.49 1900 1906 880 Lignina

15 Palmitato de metilo 112-39-0  CiHuO,  270.50 14.93 1927 1926 910 CESter meé'r':s"ode acido

16 Linolenato de metilo 301-00-8 CiH0,  292.50 17.84 2104 2009 940 ESter meg“r'g:soode acido

17 Fitol 150-86-7  CaHwO  296.50 18.03 2116 2114 970  Alcohol diterpenico
hidrogenado aciclico

18 Estearato de metilo 112-61-8  CiHx0»  298.50 18.23 2128 2128 920 CStef meé'r';;oode acido

19 Acido linolénico 463-40-1 CisH300:2 278.40 18.43 2141 2139 890 Acido graso natural

20 Linolenato de glicerilo 18465-99-1  CxHsOs  352.50 27.16 2701 2702 960 Monoester de glicerina
y acido linolénico

21 Clionasterol 83-47-6 CooHsO  414.70 36.04 3348 3351 o030 Lipido de esteroles

(triterpeno)
22 Lupeol 545-47-1 CaoHsO  426.70 37.55 3451 3451 910 Triterpenoide

a: Indices de retencion del programa de temperatura lineal, LTPRI, medidos (Exp.) y de la literatura (Lit.)

b: Coincidencia espectral con los espectros de referencia de la biblioteca NIST v2.4 %
Realizado por: Loja Steven, 2023
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Linolenato de glicerilo Acido linolénico

Linolenato de metilo

Fitol

/O\K\/\/\/\/\/\/\/\/
° Clionasterol Lupeol
Estearato de metilo P

Figura 5. Estructuras quimicas de los compuestos preliminarmente identificados por GC-MS.

Benzamida (1), Aspidocarpina (2), 8-Hidroxilinalool (3), 2-Fenilacetamida (4), Tirosol (5), 8-hidroxicarvotanacetona (6), Hidroxitolueno butilado (7),
2,4-dihidroxibenzoato de metilo (8), 2-metoxibenzamida (9), Antiarol (10), Coniferol (11), Loliolida (12), 3-(4-hidroxibutil)-2-metilciclohexanona (13),

Dihidrosiringenina (14), Palmitato de metilo (15), Linolenato de metilo (16), Fitol (17), Estearato de metilo (18), Acido linolénico (19), Linolenato de
glicerilo (20), Clionasterol (21), Lupeol (22).

Fuente: CAS SciFinder
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados revelan la diversidad de compuestos con potencial anticancerigeno
presentes en cf. Aspidosperma excelsum destacando asi, la importancia de realizar

estudios fitoquimicos bioguiados orientados a buscar o confirmar principios bioactivos.

Se pudo encontrar y caracterizar de manera preliminar metabolitos prometedores tales
como 8-Hidroxicarvotanacetona, Fitol, Clionasterol y Lupeol, los cuales han sido
reportados en la literatura como prometedores agentes anticancerigenos en distintas
lineas celulares humanas. Cabe destacar que el Fitol sobresale entre los mencionados
por presentar una elevada citotoxicidad frente a MCF-7 especificamente, linea celular

humana en la que el extracto alcaloideo fue evaluado en esta investigacion.

Asimismo, otro extracto que sobresale entre los obtenidos, es la fraccion de AcOEt
debido a que la placa de CCF de dicha fraccion revelé 3 metabolitos con RF similares
a las del extracto de cloroformo por lo por lo cual resulta 6ptimo para una extracciéon y/o
purificacion inicial mediante cromatografia de columna y asi, poder evaluar estos
metabolitos en la lineas celulares MCF-7 y PNT2 e inclusive en las lineas evaluadas por
Cotacachi y poder constatar un posible o no aumento en la actividad citotéxica de estos

extractos.

Las actividades a contemplar en futuros trabajos podrian enfocarse en el extracto de
cloroformo y la particion de acetato de etilo que al tener ambos una actividad biol6gica
minima en las lineas celulares MCF-7 y PNT2 y mostrar productos con los mismos Rf
en TLC, se podria aislar los metabolitos presentes en extracto mediante cromatografia
en columna y determinar si es que la actividad biolégica en estas dos lineas celulares

aumenta en los productos aislados.

Para llevar a cabo un analisis mas detallado de los alcaloides presentes en la especie
se recomienda inyectar la fraccién de hexano por GC-MS pero para identificar los
posibles compuestos responsables de la actividad anticancerigena se inyectaria el

extracto de cloroformo y fraccién de AcOEt por HPLC-MS.
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