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RESUMEN

Las plantas medicinales son especies vegetales que contienen sustancias empleadas con propdsitos
terapéuticos y pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. En el presente trabajo
se realiz6 un estudio etnoboténico y toxicoldgico de plantas de uso medicinal de Tlalchi, Ixhuacan de
los Reyes en el estado de Veracruz, México. Se registraron 22 especies distribuidas en 17 familias,
destacando Asteraceae con el mayor nimero de frecuencia. Las especies seleccionadas fueron Solanum
nigrum, Bidens pilosa, Tithonia diversifolia, Commelina diffusa, Justicia pectoralis, y Aldama dentata.
Se realizd un andlisis fitoquimico preliminar de las mismas, donde se obtuvo la presencia de alcaloides,
flavonoides, triterpenos y saponinas. Solanum nigrum tuvo mayor toxicidad de 51.72 pg/mL. Esta
ultima especie tuvo toxicidad en la linea celular HeLa, obteniendo una reduccion del 50% de viabilidad
celular a partir de las 24 h. S. nigrum podria ser un potencial agente anti-proliferativo en este tipo de
células.

Palabras clave: Estudio etnobotanico, toxicidad, Solanum nigrum, Linea celular HeLa.

ABSTRAC
Medicinal plants are species that contain substances used for therapeutic purposes and can serve as
precursors for the synthesis of new drugs. In the present work, an ethnobotanical and toxicological
study of medicinal plants of greater importance was carried out in the town of Tlalchi, Ixhuacan de los
Reyes in the state of Veracruz, Mexico. 22 species were registered distributed in 17 families,
highlighting Asteraceae with the highest frequency number. The selected species were Solanum
nigrum, Bidens pilosa, Tithonia diversifolia, Commelina diffusa, Justicia pectoralis and Aldama
dentata, them have the presence of alkaloids, flavonoids, triterpenes and saponins. Solanum nigrum had
higher toxicity of 51.72 pug/mL. This last species had toxicity in the HeLa cell line, obtaining a 50%
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reduction in cell viability after 24 h; S. nigrum could be a potential anti-proliferative agent in this type

of cells.

Keywords: Ethnobotanical study, toxicity, Solanum nigrum, Cell Line HeLa.

INTRODUCCION

La medicina tradicional se ha utilizado para
tratar distintos tipos de padecimientos (Prieto et
al., 2004). Sin embargo, parte de este
conocimiento empirico se ha ido perdiendo a
través de los afios (Lulekal et al., 2008; Samuel
et al., 2010) y muchos de los medicamentos
utilizados para tratar algunas enfermedades han
sido extraidos de las plantas. Previos estudios
han reportado los efectos citotdxicos de algunos
compuestos presentes en plantas con la ayuda
de modelos bioldgicos que sean eficaces y
permitan obtener resultados confiables; el
bioensayo de Artemia sp es uno de los més
utilizados para evaluar la toxicidad de acuerdo a
Vanhaecke y Persoone (1984); ademas, se ha
reportado que existe correlacion positiva entre
la toxicidad en artemia y la citotoxicidad en
células cancerigenas (McLaughlin et al., 1998;
Sausville y Johnson, 2000). El presente estudio
tiene como objetivo evaluar la actividad
citotoxica de los extractos etanolicos de plantas
de uso medicinal de la localidad de Tlalchi,
Veracruz.

MATERIALES Y METODOS

Estudio etnobotanico y colecta de especies

El estudio etnobotanico se realizd6 en la
comunidad de Tlalchi, Ixhuacan de los Reyes,
Veracruz, México; lo cual se usaron entrevistas
semi-estructuradas a informantes clave como
hierberos, herbolarios y parteros (Molina,
2012). Posteriormente, se seleccionaron las
plantas que fueran de conocimiento popular de
la comunidad; nativas o silvestres de la region,

asi como de su uso terapéutico relacionada a la
etiologia del cancer humano. Las especies
colectadas se llevaron al Herbario XALU en la
facultada de Biologia, campus Xalapa para la
identificacion taxondmica.

Elaboracion de extractos etanolicos de plantas
medicinales y analisis fitoquimico preliminar
Las especies seleccionadas fueron Solanum
nigrum L., Tithonia diversifolia, Commelina
diffusa, Bidens pilosa, Justicia pectoralis y
Aldama dentata. Se pulverizaron las hojas secas
previamente y se pesaron 10 g de muestra.
Estos se colocaron en el equipo soxhlet con 300
mL de etanol al 96% hasta agotar la muestra
para obtener el extracto y se concentrd. Se
realizaron pruebas fitoquimicas preliminares
para determinar la presencia de alcaloides,
flavonoides, terpenos, cumarinas y saponinas
(Dominguez, 1979).

Determinacion citotoxicidad en Artemia
franciscana

Se cultivaron 0.1 g de huevos de Artemia
franciscana en 100 mL de agua de mar
artificial, a una temperatura 27 °C £+ 3 °C
durante 48 h (NMX-AA-110-1995-SCFI). Se
evaluaron cinco concentraciones de 0, 1, 10,
100 y 1000 pg/mL por triplicado del extracto
utilizando la técnica descrita por Meyer et al.
(1982). Para calcular la ClLso de cada
concentracion se utilizd la prueba de Probit
(Finney, 1971), con una probabilidad de
p<0.05. La especie que tuvo mayor toxicidad
(valores de ClLsp < 1000 pg/mL), fue
seleccionada para la prueba de citotoxicidad en
células HeLa (Pino-Pérez y Jorge-Lazo, 2010).
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Citotoxicidad en celulas HeLa

Para la prueba de citotoxicidad en células de
Hela, se utilizd el extracto etandlico foliar de
Solanum nigrum L. Para ello, se cultivo la linea
celular de céancer cérvico uterino en un medio
DMEM-F12 (Dulbecos modified Eagle
Medium Sigma-Aldrich, EE.UU.)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(SFB) y 1 % de antibiotico, en una atmosfera de
5% de CO2a 37°C. En las pruebas se utilizaron
placas de 96 pozos, donde se sembraron 1 x 10*
celulas por pozo en 200 pL de medio. El
extracto etanolico de S. nigrum se utilizé a
concentraciones de 500, 1500, 2500, 5000 y
10000 pg/mL; para el testigo de etanol se
utilizé la concentracion mas alta que se tomd
del extracto (10000 pg/mL) y se descartd el
efecto del solvente sobre la viabilidad celular.
Se determind la citotoxicidad mediante la
estimacion de viabilidad celular con la técnica
de MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol), e incubados a las condiciones
mencionadas Yy a diferentes tiempos 3, 6, 12, 24
y 48 h. Transcurrido este tiempo, se incubd a
37°C durante 1 hora, posteriormente se agitaron
por un minuto, después el medio se aspirg, se
adicion6 50 pL de DMSO (Di-metil-sulfoxido)
y se agitaron. Para determinar el nimero de
células, se leyd la densidad 6ptica (absorbancia)
en un lector de ELISA a una longitud de onda
de 550 nm. Con los datos obtenidos se calculo
el porcentaje de viabilidad celular, densidad
optica (DO) de células tratadas entre la
densidad éptica (DO) de células control por
100. Asimismo, para evaluar la apoptosis se
utilizd la técnica de acridina de naranja y
bromuro de etidio, en donde se sembraron
células HelLa en placas de 24 pozos y se
trataron con el extracto etandlico foliar de S.
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nigrum en diferentes concentraciones de 500,
1500, 2500, 5000 y 10000 pg/mL. En el testigo
de etanol se utiliz6 la concentracion mas alta de
10,000 pg/mL para descartar que tuviera efecto
en la viabilidad celular. Posteriormente, se
obtuvo el porcentaje de apoptosis y células
muertas entre células totales por 100. Los
resultados se analizaron con GraphPad Prism
version 5.00 para Windows 2015. Los datos se
expresaron con promedio + error estandar de la
media (ESM). Las diferencias estadisticas se
evaluaron con la prueba ANOVA para muestras
repetidas, fijadas a una probabilidad de p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la localidad de Tlalchi, Veracruz, se
identificaron 22 plantas medicinales
distribuidas en 17 familias, siendo Asteraceae la
familia mé&s representativa con 7 especies, la
familia Lauraceae con 4 especies y Rutaceae
con 3 especies; en minoria se encontraron las
familias Solanaceae, Rosaceae, Onagraceae Yy
Laminaceae con dos especies;, mientras que
Acantaceae, Caprifoliceae, Commelinaceae,
Crasulaceae, Labiatae, Liliaceae, Malvaceae y
Oleaceae con solo una especie. La familia
Asteraceae es una de las familias mas grandes
de plantas vasculares en cuanto a nimero de
géneros 'y especies (Rzedowski, 1972;
Villasefior, 1993); y ha sido una de las familias
mayor reportada para algin uso medicinal
(Avalos y Pérez-Urria, 2009; Pérez-Garcia,
2009; Gheno-Heredia, 2010; Chena-Becerra,
2013). De acuerdo a los criterios establecidos
en este estudio, de las 22 especies de plantas
identificadas, se seleccionaron 6 especies
(Tabla 1).
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Tabla 1. Plantas medicinales de la comunidad de Tlalchi, Ixhuacan de los Reyes, Ver., Méx., que se
seleccionaron para la prueba de toxicidad en A. franciscana.

Nombre Familia Nombre Uso terapéutico Partedela | Formade | Modo de
comdn cientifico planta preparaci | aplicacio
utilizada on n
1| Ocoxochitl | Acanthaceae Justicia Padecimiento de Hojas Infusién Bebido
pectoralis cancer. tallos.
2 Mozote Asteraceae Aldama Padecimiento del Hojas, tallos Infusion Bebido
amarillo dentata Higado. y flor
3 Mozote Asteraceae Bidens Padecimiento del Hojas, tallos Infusion Bebido
blanco pilosa Higado. y flor
4| Giganton Asteraceae Tithonia Padecimiento del Hojas, Infusion Bebido
diversifolia Higado. tallos. Cataplasm | Aplicacio
Aljorra (para las a n Local
pompis del bebé).
5 Matlali Commelinace | Commelina Padecimiento del Hojas, Infusion Bebido
ae diffusa. Higado. tallos.
6| Hierba mora Solanaceae Solanum Mal de orin y para el Hojas, tallos Infusion Bebido
nigrum L. padecimiento del rifion. | flor y fruto
La especie que tuvo mayor toxicidad es S.
Pruebas preliminares Fitoquimicas de nigrum L. con una CLso de 51.72 pg/mL,; estas

extractos etandlicos de plantas medicinales
Los extractos etanolicos foliares de las especies
de plantas Solanum nigrum L., Tithonia
diversifolia, Commelina diffusa, Bidens pilosa,
Justicia pectoralis y Aldama dentata tuvieron
mayor presencia de alcaloides y flavonoides, y
en menor presencia cumarinas. No se
identificaron saponinas, terpenos y esteroles. Se
observo que la especie Solanum nigrum L tuvo
mayor presencia de alcaloides y flavonoides, y
la especie de menor presencia fue Justicia
pectoralis. La presencia de alcaloides vy
flavonoides en S. nigrum L concuerda con el
estudio de Sanabria-Galindo et al., (1997) y se
ha reportado que los alcaloides, flavonoides y
terpenos tienen propiedades anticancerigenas
(Kihman et al., 1992 Ding et al., 2012).

Efecto toxicoldgico de extractos etandlicos de
seis plantas de uso medicinal en Artemia
franciscana

fueron similares a las pruebas de Shimada et
al., (1997) con toxicidad de CLso de 22 pg/mL,
aunque diferidas con respecto a lo reportado por
Salama et al., (1996) con una CLsg de 437
pg/mL, sugiriendo que se debe a factores como
el clima, suelo, edad del organismo vy
temporada de colecta pueden ser factores
criticos o determinantes para obtener variacion
de metabolitos secundarios en esta especie
(Abreu et al., 2004; Andrade-Neto et al., 2004).
Las especies que tuvieron menor toxicidad
fueron T. diversifolia (1,545.36 pg/mL), C.
diffusa (4,239.47 pug/mL), B. pilosa (4,589.105
png/mL), J. pectoralis (6,483.30 pg/mL) y A.
dentata (8,729.62 pg/mL). De acuerdo con
otros autores, existe una relacion positiva entre
toxicidad de A. franciscana y citotoxicidad en
lineas celulares de céncer de humanos
(Sausville y Johnson, 2000; Vanhaecke y
Persoone, 1994), esta prueba preliminar es
importante para dar seguimiento en el
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descubrimiento de principios activos con
propiedades anticancerigenas.

Efecto citotdxico del extracto etandlico de S.
nigrum L. en linea celular HeLa

El efecto citotoxico del extracto etandlico foliar
de S. nigrum sobre células HeLa, se presento a
partir de las 6 horas del tratamiento a una
concentracion de 2500 upg/mL con respecto al
testigo. Posteriormente, la pérdida de viabilidad
celular decremento a partir de las 12 hasta las
72 horas, siendo la concentracién de 5000 y
10000 pg/mL donde se observo un 25% de la
perdida de viabilidad celular (P<0.001). Este
mismo patron se observé a las 24, 48 y 72
horas, con el tratamiento de 500 hasta los
10000 pg/mL con respecto al testigo (P<0.001;
Figura 1). Asimismo, se observdé un mayor

Torres-Pelayo et al., 2018

porcentaje de células apoptdtica dependiente de
la concentracion (P<0.001, Figura 2). Este
efecto en la reduccion de la viabilidad de las
células HelLa a partir de las 6 h (P<0.005),
podria estar asociado al arresto celular, 0 en su
caso, muerte celular (apoptosis), sin embargo,
para asegurar este proceso, es necesario realizar
mas estudios. Las células HeLa tratadas con S.
nigrum adquirieron una morfologia redonda
(Figura 1A) que es tipica de células arrestadas
en la fase G2/M del ciclo celular (Albert et al.,
2003 Ding et al., 2012). A concentracion de
10,000 pg/mL en un periodo de 24 h, algunas
células mostraron ndcleos fragmentados y
protuberancias celulares (Figura 1 A),
caracteristicas de células apoptoticas (Albert et
al., 2003; Chang-Huerta, 2013).

B Testigo B 2500 ug/mL
I 500 ug/mL B 5000 ug/mL
B 1500 ug/mb B 10000 ug/mL
150 4
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad celular del tratamiento con extracto etandlico foliar de S. nigrum L.
en células HelLa. A) Se observan algunas células con morfologia apoptotica (flecha color blanco) a un
aumento de 40x (concentracion de 10,000 pg/mL en 24 h).
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Figura 2. Diferencias significativas de la apoptosis celular con respecto al tratamiento del extracto

etanolico foliar de S. nigrum en un tiempo de 24 horas.

CONCLUSION
Se identificaron 22 plantas medicinales,
representadas en 17 familias, siendo Asteraceae
la méas representativa. El extracto etanolico
foliar de Solanum nigrum L. presentaron
efectos toxicologicos significativos en Artemia
franciscana y actividad citotoxica en células
HelLa a partir de las 6 horas de exposicion.
Posteriormente, decrementando
significativamente la perdida de viabilidad
celular a partir de las 12 horas de tratamiento,
en concentraciones de 5000 pg/mL, y a las 24 h
a partir de 1500 pug/mL con respecto al control.
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