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RESUMEN

OBJETIVO: evaluar el efecto de 10 extractos de plantas medicinales sobre el
crecimiento de la linea celular humana de carcinoma de pulmon A549.

METODOS: el efecto de los extractos sobre la células tumorales se midi6 a través
de un ensayo colorimétrico mediante el empleo del bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio a concentraciones entre 3,9-250 pg/mL durante 72
h y se calculé la concentracién citotdxica media para cada uno.

RESULTADOS: del total de los extractos evaluados solo cuatro (Parthenium
hysterophorus, Bixa orellana, Momordica charantia y Cucurbita maxima)
evidenciaron concentraciones citotoxicas medias inferiores a 100 pg/mL. Excepto
Parthenium hysterophorus, las restantes se emplean en la medicina tradicional para
el tratamiento del cancer. Los extractos de Cecropia peltata, Melia azedarach,
Annona glabra, Artemisia absintium, Lepidium virginicum y Bidens pilosa no
mostraron efectos citotéxicos significativos.

CONCLUSIONES: Los extractos de plantas que se emplean en la medicina
tradicional para el tratamiento del cancer, mostraron citotoxicidad sobre las células
tumorales. El conocimiento etnobotanico representa una herramienta importante en
la seleccién de plantas medicinales, en la bisqueda de nuevos compuestos para el
tratamiento del cancer.

Palabras clave: extractos de plantas, medicina tradicional, citotoxicidad, células
tumorales.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: to evaluate the effect of 10 Cuban medicinal plant extracts on the
human lung tumor cell line A549.

METHODS: the effect of the plant extracts on tumor cells was determined by a
colorimetric assay using the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) at concentrations ranging from 3,9-250 pg/mL for 72 hours and the
mean cytotoxic concentration was calculated for each of them.

RESULTS: the ethanolic extracts of Parthenium hysterophorus, Bixa orellana,
Momordica charantia and Cucurbita maxima showed mean cytotoxic concentrations
under 100 pg/mL. Except for P. hysterophorus, the others are used in traditional
medicine to fight cancer. The remaining extracts from Cecropia peltata, Melia
azedarach, Annona glabra, Artemisia absintium, Lepidium virginicum and Bidens
pilosa did not show significant cytotoxic effects.

CONCLUSIONS: the plant extracts for cancer treatment in traditional medicine
showed cytotoxic effect on the tumor cell lines. Ethnobotanical data represent an
important tool for medicinal plants screening in the quest for new compounds to
treat cancer.

Key words: plant extracts, traditional medicine, citotoxicity, tumor cells.

INTRODUCCION

Las plantas han sido una fuente invaluable de compuestos antitumorales relevantes
en la terapia anticancerosa. A pesar de esto, solo cerca del 10% de las mas de 250
000 especies de plantas superiores han sido investigadas para sus propiedades
farmacolégicas.?

En Cuba, al igual que en otros paises, la poblacion ha empleado las plantas como
parte de la medicina tradicional para el tratamiento de diversas dolencias incluido el
cancer.®>® A partir de este conocimiento y teniendo en cuenta reportes cientificos de
la potencialidades de algunos extractos de plantas como antitumorales, se
seleccionaron 10 especies: Parthenium hysterophorus, Bixa orellana, Cecropia
peltata, Melia azedarach, Annona glabra, Cucurbita maxima, Artemisia absintium,
Momordica charantia, Lepidium virginicum y Bidens pilosa. A partir de estas plantas
se obtuvieron extractos etandlicos para estudiar su capacidad citotoxica sobre la
linea celular humana de carcinoma de pulmén de células no pequefias A549.
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METODOS

Preparacion de los extractos

Para la obtenciéon de los extractos crudos, el material vegetal se sec6 a temperatura

ambiente, se pulverizé y la extraccion se realiz6 mediante maceracion durante 7
dias en 80 % de etanol segun la Norma Ramal de Salud Publica (NRSP) 311.° El

liquido obtenido, se extrajo por decantacion, se filtré por papel de filtro y se envaso6

en recipientes de vidrio. El solvente se elimind por evaporacion a presion reducida
por 24 h. El residuo se someti6é a congelaciéon a -70 ©C y se sec6 mediante
liofilizacién. Los recipientes que contenian el extracto crudo se sellaron
herméticamente y se almacenaron a -20 °C. Al momento de su uso los extractos
secos se pesaron y se diluyeron en dimetilsulféxido 100 % (DMSO) (Sigma

Chemical Co., St Louis, MO), para obtener soluciones concentradas de 100 mg/mL.

A partir de estas soluciones se prepararon soluciones de trabajo por dilucién 1:100
extracto/medio de cultivo celular, para quedar a 1 mg/mL. Los 6rganos de las
plantas empleados en el estudio y sus usos etnobotanicos aparecen referidos en el
cuadro 1.

Cuadro 1. Relacion de las especies de plantas medicinales, 6rganos empleados y
sus usos etnomeédicos

Nombre botanico Usos Organo de Referencias
de la planta Nombre No. de la planta de actividad
(familia) vulgar registro etnomédicos utilizada antitumoral
Parthenium Escoba Ar;tlzr:iari?g‘:?artla’
hysterophorus 9700175 . piretica, Follaje 10
amarga hipoglicemiante,
(Asteraceae) . .
antiulcerativa
Bixa orellana Antiinflamatoria,
. Bija 9600288 cicatrizante, Semillas 11
(Bixaceae) .
antitumoral
Cecroplg peltata Yagruma 8603239 A_nalg_e5|ca, Follaje 17
(Cecropiaceae) cicatrizante
Melia azedarach Antihelmintico
clla azedarac Paraiso 8402273 Follaje 23
(Meliaceae) . .
Antiprotozooaria
Annona glabra Baga 8300098 Anticatarral Follaje 17
(Annonaceae)
Cucurbita
maxima i i inti .
Calabaza S.'n Ant|_helm|r]t|_<:a, Semillas 17
registro antineoplasica
(Cucurbitaceae)
Artemisia Antiparasitaria,
absintium Incienso 9700183 antipirética, Follaje 23
(Asteraceae) analgésica
EAhOaT;);g';a Anticatarral
Cundeamor 9700180 fruto 13,14
(Cucurbitaceae) Antitumoral
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Lepidium
virginicum

(Brassicaceae)

Antiulcerosa,
Bidens pilosa antitumoral,
(Asteraceae)
antibacteriana

Lineas celulares

En el estudio se empled la linea celular tumoral humana de pulmén A549. Las
células se crecieron en el medio de cultivo Dulbecco Modified Eagle (DMEM, SIGMA)
suplementado con 2 mM de glutamina, aminoacidos no esenciales y 10 % de suero
fetal bovino (SFB, SIGMA), en atmoésfera hiimeda a 37 °C y 5 % de CO,. Para los
ensayos, las células se desprendieron por tratamiento con 0,25 % tripsina-EDTA y
se resuspendieron hasta una concentracién de 5 x 10* células/mL.

Tratamientos

A partir de las soluciones de trabajo de cada extracto, se realizaron 7 diluciones
seriadas en DMEM, en relaciéon 1:1 y se adicion6 100 pL/pozo de cada dilucion para
quedar a concentracion final de 3.9, 7.81, 15.6, 31.25, 62.5 125, 250 ug/mL en
cada pozo. Los tratamientos se aplicaron por triplicado y el experimento se realiz6
3 veces. El DMSO, el cual se empled como solvente de los extractos de plantas,
quedo disuelto en concentraciones entre 0,0039 y 1 % en cada pozo, por lo que se
evaluo6 individualmente para citotoxicidad de forma similar a los extractos.

Ensayo de citotoxicidad

El efecto de los extractos de plantas, sobre las células A549, se detect6 mediante
un ensayo colorimétrico el cual emplea la sal de tetrasolio (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio, MTT). Este ensayo mide la proliferaciéon
celular debido a la reduccién metabdlica de esta sal, de color amarillo, por la accion
de enzimas deshidrogenasas mitocondriales. El compuesto resultante (azul de
formazan) puede ser solubilizado y cuantificado espectrofotométricamente.’ Las
células se crecieron en placas de poliestireno de 96 pozos y fondo plano, para
cultivos celulares (Corning Inc. Costar®). Se adicioné 100 pL (5 x 103 células) por
pozo y se expusieron a diferentes concentraciones de cada extracto en un volumen
final de 200 pL, en atmoésfera de 5 % CO, a 37 ©C. Luego de 72 h de tratamiento se
adicionaron 20 uL de MTT y al cabo de 4 h en atmdsfera de 5 % CO, a 37 °C, se
decant6 el medio, se adicionaron 200 pL/pozo de DMSO y la densidad 6ptica (DO)
se ley6 en un lector de microplacas de ELISA MRX Revelation Dynex Technologies a
560 nm empleando 630 nm como referencia. Los valores de CCsq de cada extracto
se determinaron a partir de las curvas de concentracion-efecto (% proliferacion
celular) mediante el analisis de regresion lineal, con el empleo del paquete
estadistico GraphPad Prism versién 4.03 (GraphPad Software, Inc.).
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RESULTADOS

La evaluacion del efecto de los extractos etandlicos de las 10 plantas, se realiz6
sobre la linea celular tumoral humana A549, la cual fue incubada durante 72 h con
diferentes concentraciones de cada extracto. Solo 4 extractos presentaron valores
de CCsp< 100 pg/mL. Entre estos P. hysterophorus mostré la mayor citotoxicidad
con una CCsp= 50,45 ng/mL, seguido por B. orellana con CCso= 74,71 pg/mL, M.
charantia con CC5;=88,06 pg/mL y C. maxima CCs5,=100 pg/mL respectivamente
(cuadro 2). El resto de los extractos presentaron niveles de citotoxicidad similares a
los encontrados para el caso del DMSO y superiores a 100 pg/mL .

Cuadro 2. Concentracion citotoxica media (CCso) de los extractos de planta
empleados en el estudio

Plantas empleadas en el estudio CCso (ug/mL,
Parthenium hysterophorus 50,45
Bixa orellana 74,71
Cecropia peltata >100
Melia azederach >100
Annona glabra >100
Cucurbita maxima 100
Artemisia absinthium =100
Momordica charantia 88,06
Lepidium virginicum >100
Bidens pilosa >100

DISCUSION

Los estudios de evaluacion de citotoxicidad de extractos de plantas sobre células
tumorales, representan evidencias experimentales en la bisqueda de nuevos
compuestos antitumorales. Estos ensayos han sido empleados de forma rutinaria
como métodos de tamizaje de extractos naturales y compuestos puros con
potencialidades en la terapia contra el cancer.?

El extracto etandlico de P. hysterophorus evidencio la mayor toxicidad, esta planta
ha sido poco evaluada en estudios de citotoxicidad con células tumorales. De
hecho, P. hysterophorus causa muchos problemas relacionados con su rapida
propagacion en cultivos y por la alergia que es capaz de causar en las personas
sensibles.® La principal aplicaciéon de esta planta esta relacionada con la presencia
de compuestos, que poseen marcados efectos fitotoxicos.’ A pesar de esto
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recientemente se ha descrito que la partenina, un compuesto proveniente de P.
hysterophorus, presenta actividad citotéxica sobre células tumorales.'® Posteriores
estudios de separacion e identificacion de fitoquimicos podrian esclarecer sus
posibilidades en el tratamiento del cancer.

B. orellana igualmente demostré efecto citotdxico sobre A549. A partir de esta
planta se han aislado componentes como el bixin con marcado efecto citotdéxico
sobre células tumorales de variados tipos histolégicos incluidos tumores de mama,
colon estémago y pulmén.'* Sin embargo, en recientes estudios con este extracto,
en pacientes con hiperplasia prostatica benigna no se observé efecto beneficioso
sobre este tipo de cancer.*?

M. charantia es empleada con mucha popularidad en la medicina tradicional de
muchos paises, incluida Cuba. Los usos mas comunes se relacionan con sus
propiedades antidiabéticas, antiparasitarias, antivirales y antitumorales. Estudios
experimentales con el extracto de esta planta han demostrado actividad
anticancerigena sobre un variado grupo histolégico de tumores entre los que
resaltan linfomas y carcinomas.®'* Actualmente se considera que el mecanismo de
accion de este extracto esta relacionado con la inhibicién de ciclinas dependientes
de quinasas, que son proteinas encargadas de regular el ciclo celular'® asi como de
proteinas inhibidoras de la apoptosis.*®

C. maxima ha sido otra planta poco estudiada en relacion con su efecto sobre
células tumorales. Sin embargo, existen algunas evidencias experimentales in vitro
que observan una elevada actividad citotoxica de extractos de esta planta, sobre
estas células,*’ lo cual fue confirmado en este trabajo.

Los extractos de P. hysterophorus, B. orellana y M. charantia mostraron CCs5,<100
pg/mL. El Instituto Nacional del Cancer de EUA. considera potencialmente activos
aquellos extractos alcohdlicos con CCs, inferiores a este valor.*® Aunque C. maxima
mostré una CCso= 100 pug/mL, los antecedentes de actividad citotoxica sobre
células tumorales de sus extractos y principios activos®’ permiten considerarla,
junto a los extractos anteriores, para futuros estudios en un panel de lineas
celulares para determinar el espectro de accién e identificar los principios activos.

Los extractos restantes presentaron CCso> 100 ug/mL, sin embargo, no se puede
descartar completamente sus potencialidades en la terapia anticancerosa debido a
que solo se evaluaron en células de adenocarcinoma de pulmén. Adicionalmente,
extractos como el de B. pilosa son empleados en la medicina tradicional como
anticancerigeno y existen evidencias cientificas de sus propiedades antitumorales
evaluadas en modelos experimentales in vitro e in vivo.*??°

Los extractos de A. glabra, A. absintium, M. azedarach, C. peltata y L. virginicum
han sido poco estudiados en relacidén con sus efectos citotéxicos y antitumorales.
Las evidencias de toxicidad sobre células tumorales, fueron obtenidas a partir de
6rganos de las plantas y solventes, diferentes a los empleados en el presente
estudio y estas podrian representar causas importantes en la ausencia de toxicidad
de estos extractos.

Los datos etnomédicos sobre el empleo de B. orellana, C. maxima y M. charantia,
en el tratamiento del cancer, fueron corroborados en el presente trabajo. El
conocimiento etnobotanico representa una herramienta importante en la seleccién
de plantas medicinales, para la busqueda de nuevos compuestos antitumorales.
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