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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE EXTRACTOSDE HOJASY
TALLOSDE NIGUITO Monochaetum multiflorum (BONPL.) NAUD.

(MELASTOMATACEAE)

Antitumoral activity evaluation of item and leaf of extracts niguito Monochaetum multiflorum (BONPL.)

NAUD

RESUMEN

Las hojas y talos de la planta Niguito (Monochaetum multiflorum) (Bonpl.)
Naud., se homogenizaron en acetona acuosa a 70%. ElI homogenizado fue
fraccionado secuencialmente por extraccion liquido-liquido con Et,O, EtOAc,
n-butanol. Para la evaluacion de la actividad antitumoral, se utilizaron explantes
de discos de zanahoria (Dacus carota) y la bacteria Agrobacterium tumefaciens,
responsable de tumoracion. Los extractos etéreos de tallos y hojas presentaron los
porcentajes de inhibicién més atos.

PALABRAS CLAVES:. Monochaetum multiflorum, melastomataceae, actividad
antitumoral, Agrobacterium tumefaciens.

ABSTRACT

The leaves and stem of Niguito (Monochaetum multiflorum) (Bonpl.) Naud., was
homogenized in 70% aqueous acetone. The homogenate was fractionated
sequentially by liquid-liquid partition to give the corresponding Et,O, EtOAc,
n-butanol and aqueous extracts. To assess the antitumorlike activity, were used
carrot disks (Dacus carota) and the bacteria Agrobacterium tumefaciens as
tumor generator. Et,O extracts from stem and leaf presented high percentajes of
antitumoral activity.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos prehistoricos e hombre ha utilizado
plantas con fines medicinales (curativos y preventivos),
aimenticios y cosméticos. Actualmente, nuevas especies
de plantas promisorias de uso etnofarmacolégico son
fuentes de informacién para e descubrimiento de
posibles sustancias con importante actividad bioldgica

[1].

Monochaetum multiflorum es un é&bol nativo de
Colombia, de 4-8 m de atura, pertenece a la seccién
Tamonea de Miconia; €l género més grande en la familia
que agrupa aproximadamente 1000 especies distribuidas
en toda América tropica [2,3/4]. Las plantas
mel astomataceas han sido empleadas a través de los afios
como medicina tradicional; especialmente en Asia y
Ameérica Latina, se han utilizado como astringentes o
hemostaticos, como remedios para diarrea, disenteria,
leucorreay enfermedades de la piel [5]; contra afecciones
respiratorias [6], maaria, clculos en la vejiga y otras
enfermedades del tracto genitourinario, irritaciones en las
encias, y como diurético [7].
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En la fitoquimica de Monochaetum, se han identificado
flavonoides, polifenoles, taninos hidrolizables vy
glicosidos acilados [8]. Muchos compuestos polifenolicos
han sido estudiados por sus efectos como antioxidantes,
antiinflamatorios , antimutagenicos y antitumorales[9].

El ensayo de actividad antitumoral identifica agentes de
reconocida toxicidad en diferentes tipos de células,
aungue, muchos antitumorales resultan CcOStosos,
requieren de laboratorios especializados y pueden
presentar problemas en la interpretacion de los datos
obtenidos con extractos de plantas., es indispensable
continuar en la blsqueda de nuevas sustancias con efecto
antitumoral

La inhibicion de A. tumefaciens para inducir tumores (o
agalla de corona) en tejidos de disco de papa es un
ensayo basado en la actividad antimitética y puede
detectar un amplio rango de conocidos y nuevos efectos
antitumorales  [10]. Camptothecina, paclitaxel,
podophyllin, vinblastina y vincristina son drogas
quimioterapelticas aprobadas por la FDA producidas a
partir de plantas, que exhiben diversos modos de accion
sobre el ciclo celular [11].
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La validez de este bioensayo se basa en |la demostracion
de que ciertos mecani smos tumorgénicos son similares en
plantasy animales.

A. tumefaciens es una bacteria gram negativa que es
causante de la enfermedad de agalla de corona, afeccién
causada en tegjidos de talos y raices de plantas
maderables, que se presentan como masas (tumor) duras
0 esponjosas, y pueden o no tener un efecto sobre la
planta. Los tumores producidos son histol6gicamente
similares alos encontrados en humanosy animales [12].

Durante la infeccion del materia vegetal con A.
tumefaciens, un tumor es inducido por € plédsmido Ti,
encontrado en el DNA de la bacteria, siendo a su vez
incorporado en el DNA cromosomal de la planta. El
plasmido Ti causa en las células de las plantas
multiplicacién rapida sin marcha a través de apoptosis,
resultando formacion tumoral con contenido similar en
acido nucléico; McLaughlin concluye que e ensayo de
discos de papa puede ser usado como un claro, rapido,
barato y fiable andlisis de actividad antitumoral [12].

La actividad antitumoral es un ensayo preliminar
conveniente para la blsqueda de nuevos compuestos
bioactivos en plantas [13], por cuanto existen reportes de
productos naturales antitumorales que también exhiben
una variedad de otras actividades biol égicas.

Este estudio tiene por objeto identificar la funcion
quimiopreventiva de |los extractos obtenidos a partir de la
planta Monochaetum mutiflorum evaluados mediante el
ensayo de discos de papa modificados a discos de
zanahoria.

2.MATERIALESY METODOS

2.1 Material Vegetal

Las hojas de Monochaetum multiflorum (BONPL) Naud.
fueron colectadas en e municipio de Manizales Cadas-
Colombia a 2120 m.sn.m. Dos eemplares fueron
enviados a Herbario Nacional de Colombia, ali fueron
registrados con el voucher 361696.

2.2 Procedimiento de extraccién

El materia vegetal seco y molido (10 g.) fue
homogenizado en acetona acuosa a 70% con agitacion
por 20 min. El homogenizado obtenido fue secado en
rotaevaporador a temperatura aproximada de 40°C.
Posteriormente el extracto en acetona fue sometido a
separacion liquido-liquido con éter etilico, ACEtO y n-
butanol. Cada homogenizado fue filtrado y concentrado a
presién reducida a 40 °C.

2.3 Evaluacion dela actividad antitumoral

2.3.1 Obtencidn de los discos de zanahoria

Para la evaluacion de la actividad antitumoral con la
técnica de discos de zanahoria, se seleccionaron
ejemplares sanos y frescos, que fueron esterilizadas en
solucién de hipoclorito de sodio por 30 s. Con la ayuda
de un sacabocados se obtuvieron anillos de 0.5 cm, que
fueron colocados sobre agar-agar a 1% para evaluar el
nivel de contaminacion y supervivencia durante 20 dias.

2.3.2 Preparacién dd inoculo de A. tumefaciens

Las cepas de A. tumefaciens, Ach5 y 1182 fueron
suministradas por € Dr. William Roca del CIAT (Centro
Internacional de Agricultura Tropical, Pamira
Colombia).

La concentracion bacteriana utilizada fue de 3 x 10°
bacterias/mL, correspondiente a tubo 1 en la escala de
Mac farland. A partir de esta se preparo una dilucion
1/100 para obtener una concentracion de 3 x 10°
bacterias/mL.

2.3.3 Evaluacion dela actividad antibacteriana

Con € fin de evitar falsos positivos se evaluaron los
extractos obtenidos con cada una de las cepas anteriores,
sembrando en profundidad a concentracion de 3 x 10°
bacteriassmL en agar Mueller Hinton, una vez
solidificado se procedié a realizar pozos con sacabocados
estéril, en cada uno de los cuales se depositaron 100 uL
de cada uno de los extractos, y sus respectivos controles,
los cuales fueron incubados en oscuridad durante 6 dias a
25°C.

2.3.4 Evaluacion de la actividad antitumoral sobre
discos de zanahoria
L os discos de zanahorias sobre platos de agar-agar al 1%
fueron sometidos a peguefias incisiones donde se
procedié a depositar 200 uL de los diferentes extractos e
in6eul os bacterianos.

Para valorar la inhibicion tumoral se preparé como
control L-metionina a una concentracién de 500 mg/mL.
A su vez, se trataron explantes sin ningln tipo de
inoculacién para garantizar la supervivencia del mismo.
Cada una de las cajas fue sellada con parafilm e incubada
a25°C.

A partir de los tumores producidos en los discos de papa,
se realiz6 € test de opinas las cuales son sustancias que
solo producen las células vegetaes transformadas y que
se utilizan como fuente de carbono y nitrégeno solo por
las bacterias que tienen el plasmido ti y € gen especifico
para e catabolismo de las opinas en particular. Se
utilizaron placas de silica gel como fase estacionaria y
una solucién de propanol, agua, acido acético en
proporcion 80:15:5.como fase movil. Parala deteccion de
octopina y nopalina se utilizo fenantroquinona y para la
deteccion de manopina se utilizé una solucién de nitrato
de plata
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3.RESULTADOSY DISCUSION

Frente a la evaluacion de actividad antibacteriana el
Unico extracto que arrojo resultado positivo fue € de n-
butanol de hojas, € cua fue descartado para la
evauacion de actividad antitumoral y asi evitar los falsos
positivos.

Al comparar la capacidad de las dos cepas en cuanto a su
poder bioldgico para la transferencia del plasmido no se
encontraron diferencias significativas aplicando la prueba
de tukey al 5%, lo cual demuestra que se puede utilizar
cuaquierade las dos para este tipo de andlisis.

Sin embargo, cuando se evaluaron con |os controles de L-
metionina la cepa 1182 no presentd inhibicion de la
tumoracion, en tanto que la cepa Ach 5 respondio
perfectamente a los controles, ademas, se presentaron
diferencias en el comportamiento de estas dos cepas
frente a los extractos, demostrando que si bien tienen la
misma capacidad para transferir e pldsmido, tienen
diferencia en la susceptibilidad para evitar su formacion,
encontrandose mas sensible alainhibicion lacepaAch 5
quela1182 (Fig 1).
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Fig. 1. Frecuencia de inhibicion de tumoracion con
extractos de tallos frente a las dos cepas evaluadas

El extracto en acetato de etilo obtenido de hojas, aplicado
a explante de zanahoria presenté una mayor inhibicion
de latumoracion que el extracto total.

Los extractos etéreos de hojas y tallos presentaron mejor
actividad antitumoral frente a la cepa Achb, con
porcentajes de inhibicion del 923% y 100%,
respectivamente. Comparando con €l control positivo de
L-metionina. Lo anterior puede deberse a la presencia de
compuestos de tipo fendlicos, los cuales han sido
reportados por Isaza[14] en esta planta; |os compuestos
de tipo fendlico han mostrado ejercer actividad de
manera especifica sobre los mecanismos de control del
ciclo celular y por tanto sobre la capacidad de la célula

para dividirse. Una variedad de mecanismos moleculares
que contribuyen a estos efectos beneficiosos de los
fenoles han sido descritos en diferentes sistemas
celulares. Asi, los fenoles pueden prevenir € dafio en el
ADN mediante una captura directa del carcindégeno
debido, fundamentalmente a su actividad antioxidante,
también estimulando la excrecion de carcindgenos
mediante la activacion de los sistemas enziméaticos de
fase | y I, involucrados en la eliminacién de compuestos
del organismo. Sin embargo, la induccion de enzimas de
fase | puede conducir ala activacién de precarcindgenos.
Diferentes fenoles han mostrado su capacidad para
inhibir enzimas de fase | y por tanto, su actividad
anticarcinogenica.

4. CONCLUSIONES

En el presente estudio el extracto etéreo de talos y hojas
de Monochaetum multioflorum en explantes de zanahoria
con A tumefaciens inhibié la produccion de tumores.
También el extracto de hojas con acetato de etilo,
utilizando A tumefaciens cepa 1182, produjo efecto
antitumoral

La prueba de opinas confirmo la presencia de octopina en
los explantes inoculados con A tumefaciens cepa Ach5 y
evidencio manopina en aquellos inoculados con cepa
1182 lo que representa una forma sencilla de verificar la
produccion de tumores en la célula vegetal ocasionada
por la transferencia del plésmido ADN- t de A
tumefaciens alos discos de zanahoria.
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