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Resumen:

Plantago major L. ha sido empleado en medicina popular en el tratamiento
de diferentes tipos de tumores. Este estudio muestra la actividad citotoxica
“in vitro” de un extracto metandlico de P major silvestre y se compara con
los valores obtenidos con el extracto metandlico de P major cultivado por

micropropagacion.

Los resultados revelaron que ambos extractos fueron activos, no existien-
do diferencias significativas (p>0,05) entre ellos.
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Introduccion:

La busqueda de nuevos farma-
cos antitumorales a partir de fuen-
tes de origen natural estd siendo
exitosa a nivel mundial y algunos
de los compuestos activos aislados
de especies vegetales forman parte
de la terapia oncologica®.

Plantago major L. (Plantagina-
ceae), cominmente conocido como
“llantén”, es utilizado en medicina
popular para el tratamiento de dife-
rentes enfermedades, entre ellas, el
cancer®”.

Estudios quimicos de las hojas
de P major han mostrado la presen-
cia de flavonoides, acidos fenoles,
fenilpropanoides, iridoides, taninos
y mucilagos®*'.

Esta especie se propaga por se-
millas, y sigue una polinizacién
cruzada; como resultado, la proge-
nie muestra una variabilidad im-
portante. Una alternativa Gtil para
mejorar la calidad de la misma y
satisfacer su demanda, es el cultivo
por micropropagacion.

El objetivo de este trabajo es,
por tanto, determinar la actividad
citotoxica de extractos metanolicos
de hojas obtenidas a partir de P
major silvestre y cultivado por mi-
cropropagacion.

Material y Métodos:

Material vegetal

-Hojas de Plantago major L.
(Plantaginaceae) silvestre, re-
colectado en Galdar, (Gran
Canaria), y autentificado por
Dr. M. del Arco, del Depar-
tamento de Biologia Vegetal,
de la Universidad de La
Laguna.

-Hojas de P major cultivado por
micropropagacion por Mede-
ros y cols.!V

Preparacion de los extractos meta-

nélicos

-Las hojas desecadas y pulveri-
zadas (90 g) de P. major silves-
tre y cultivado, fueron some-
tidas a extraccidn continua
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tipo Soxhlet durante 24 h
con cloroformo (CI3CH) vy
48 h con metanol (MeOH);
el disolvente fue eliminado a
presiéon reducida. El rendi-
miento de los extractos meta-
noélicos correspondientes a
los plantagos a ensayar, fue
14,5% vy 18,1 % (p/p), res-
pectivamente.

Estudio fitoquimico

-Se realizd mediante reaccio-
nes coloreadas (flavonoides,
taninos, saponoésidos, iridoi-
des, esteroles y triterpenos,
cumarinas)”'*'" y métodos
cromatograficos (CCF) con
diferentes reveladores.

Actividad citotéxica

Union al ADN y ARNt

-El ensayo fue realizado si-
guiendo el método descrito
por Pezzuto y cols."”. Se utili-
z6 ADN de timo de carnero y
ARNt de levaduras (Sigma
Chem.). El equipo HPLC
(Waters mod. 510), con detec-
tor de absorbancia LC 85B
programado a 254 nm. La co-
lumna fue C18 RP
(Spherisorb ODS-2,5 mm de
tamafio de particula) y la fase
movil utilizada, H20:MeOH
(80:20). En estas condiciones
experimentales, el ADN vy
ARNt libre eluye con un
tR= 1 min. Las muestras, y
soluciones de ADN o ARNt
(0.1 mg/mL en agua bidesti-
lada) fueron agitadas e incu-
badas a temperatura ambiente
durante 30 min previo a la in-
yeccidn. Los extractos fueron
ensayados a la concentracién
de 1 mg/mL. El patréon fue

vincristina.
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(%) Reduccion del (%)Reduccion del % Inhibicién en
pico de ADN pico de ARN: disco de patata®
Extracto MeOH
P, major silvestre 99.6 % 7 % 19/13
Extracto MeOH
P major cultivado 100 % 5% 50/33
Vincristina 75 % 75 % 20/25

* Actividad significativa es indicada cuando dos o mas ensayos independientes muestran valores negativos, mayores

o iguales al 20% de inhibicion.

Tabla 1

Efectos de los extractos metandlicos de P. major silvestre y cultivado en la unién al ADN/ARNt y en la
inhibicién de la tumorigénesis en discos de patata

Tiumorigénesis en discos de patata

La tumorigénesis sobre discos
de tubérculos de patata (Solanum
tuberosum) fue propuesto como un
sistema ideal para investigacion de
la transformacion de procesos ce-
lulares y es inducida por cadenas
especificas del ADN de la bacteria
Gram (=) Agrobacterium tumefa-
ciens"?. Este bioensayo fue realiza-
do siguiendo la técnica descrita
por Ferrigni y cols.!” y llevado a
cabo por mostrar buena correla-
cién con los ensayos en células tu-
morales animales!?.

Las muestras fueron preparadas
disolviendo 8 mg de cada uno de
los extractos metandlicos en 2 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO) esté-
ril, y tras filtrado y dilucion, se mez-
claron con el cultivo bacteriano
para la inoculacién. Vincristina fue
utilizado como control positivo.

Lineas celulares humanas
- La citotoxicidad en las tres line-
as tumorales humanas ensaya-
das, adenocarcinoma renal
(TK-10), adenocarcinoma de
mama (MCF-7), y melanoma
(UACC-62) fue determinada
siguiendo los protocolos esta-
blecidos por el Instituto
Nacional del Cancer, (NCI) .
Para el mantenimiento de las li-
neas celulares hay que conse-
guir el nimero apropiado de
células en fase logaritmica de
crecimiento®’,

La determinacién de la densi-
dad celular se realizd por la
técnica de la sulforhodamina
B (SRB). Esta técnica colori-
métrica estima el nimero de
células de forma indirecta,
mediante tincién de las prote-
inas celulares totales, con el
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colorante SRB!. Se calcula-
ron los parametros CI50 (con-
centracién que produce un
50% de inhibicién del creci-
miento celular), CTI (con-
centracién que produce una
inhibicién total del creci-
miento) y CL50 (concentra-
cibn que causa un 50% de
muerte celular), de acuerdo
con los protocolos previa-
mente descritos'”. Al menos
dos experimentos indepen-
dientes se realizaron para cada
extracto, ensayando cinco
concentraciones (0.025, 0.25,
2.5,25 y 250 mg/mL).

Resultados

En el extracto metanodlico de P.
major obtenido por micropropa-
gacion, se detectd la presencia de
flavonoides, cumarinas, triterpenos
e iridoides, el resto de los ensayos
en el estudio fitoquimico fueron
negativos.

Los resultados obtenidos en el
ensayo de la interacciéon con el
ADN y ARNzt, realizado por
HPLC, se muestran en la tabla 1,
donde se expresa el % de reduc-
cion del area del pico correspon-
diente al ADN y ARNt libre.
Ambos extractos metandlicos in-
ducen un marcado descenso en el
area del pico de ADN libre, indi-
candonos que poseen compuestos
que han interaccionado con el
ADN, formando complejos que
eluyen a otro tR diferente.

Asimismo, en la tabla 1 se
muestran los resultados del % de
inhibicién de la induccién de tu-
mores en discos de patatas produ-
cidos por los extractos en dos ex-
perimentos independientes. Se ob-
serva que el extracto metandlico

de Pmajor cultivado, es mas activo
(50/33 %) que el extracto de la
planta silvestre (19/13 %).

La actividad citotoxica de los
extractos metandlicos en las lineas
celulares TK-10, MCF-7 vy
UACC-62, expresados como me-
dia & SEM (n=2), figuran en la ta-
bla 2. El compuesto antitumoral,
etopdsido, fue utilizado como con-
trol positivo en comparacioén con
los extractos ensayados. Estos ex-
tractos mostraron actividad citoto-
xica en dos de las tres lineas celula-
res a las dosis recomendadas por el
NCI (EEUU), siendo inactivos en
la linea TK-10. El crecimiento de
la linea UACC-62 fue inhibido to-
talmente por ambos extractos, sil-
vestre y cultivado, (CTI=112,5 y
223,5 mg/mL, respectivamente);
también mostraron total inhibicion
del crecimiento de la linea MCF-7
(CTI=97 y 159,5 mg/mL, respec-
tivamente). En esta linea celular,
ambos extractos producen una
muerte celular neta del 50%
(CL50) a las dosis de 207 y 193,5
mg/mL, respectivamente.

Los valores obtenidos para cada
extracto fueron comparados esta-
disticamente (prueba t-Student,
doble cola) observando que no hay
diferencia significativa (p>0.05)
entre los resultados obtenidos para
los extractos en estudio.

Discusion

El conocimiento etnofarmaco-
logico de las plantas es de gran uti-
lidad para la basqueda de actividad.
Nuestros resultados demuestran el
efecto citotdxico de los extractos
metandlicos de P major (silvestre y
obtenido por micropropagacion).
Estos resultados preliminares pue-
den ser justificados por la presen-
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cia, en ambos extractos en estudio,
de flavonoides e iridoides. Ryu®”,
Le Bail® y Post y Varma®’, mostra-
ron que la flavona luteolina, genina
del heterésido mayoritario luteoli-
na-7-O-b-glucésido de Plantago
spp., poseia actividad citotoxica en
diferentes lineas celulares humanas
como renal A-549, ovario SK-OV-
3, melanoma SK-MEL-2, XF-498,
HCT15, gastrica HGC-27, mama
MCF-7 y leucémica®*. Similares
resultados han sido establecidos por
Chowdhury y cols.*” y Galvez y
cols.™, al encontrar respectiva-
mente, que luteolina y luteolina b-
glucdsido, se comportan como ve-
nenos de topoisomerasa I, contri-
buyendo a este potencial efecto ci-
totoxico.

Lee y cols.””, mostraron que,
iridoides como aucubina y su ge-
nina, poseian actividad antitumoral
al inhibir las enzimas ADN y ARN
polimerasas en células Hep G2, e
interaccionar con el ADN.Todo lo
expuesto nos sugiere que esta rela-
cién estructura quimica-actividad
farmacoldgica, pudiera ser aplicada
a nuestro estudio.

Por tanto, en nuestras condicio-
nes experimentales, es evidente
que el cultivo por micropropaga-
cién de P major proporciona una
alternativa util a la propagacion por
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Parametros de TK-10 MCEF-7 UACC-62
inhibicidona (mg/mL)
CI50 >b 46,5 £ 5,5 46,5 £ 5,5
Exto MeOH CTI > 97,5 £ 11,5 | 1125+ 125
P. major silvestre * CL50 > 207 £ 23 247+ 3
CI50 > 87.5 £ 52,5 61 + 11
Exto MeOH (@Rl > 159,54+ 90,5 | 223.5 + 26.5
P. major cultivado CL50 > 193,5 £ 56,5 b
CI50 ¢ 9,95 + 0,08 0,87 £ 0,21 1,43 + 0,21
Etopdsido CTI 52,4 + 0,4 > 13,3+ 2.4
CL50 > 5> >

* Datos publicados en (20).

* Concentracién (mg/mL) necesaria para inhibir el crecimiento celular en un 50% (CI50);
para producir inhibicién total de crecimiento (CTI) y para inducir 50% de la muerte ce-

lular (CL50).

"> indica que no se ha observado actividad a la dosis maxima ensayada (250 mg/mL en el caso

de los extractos y 100 mM para etopdsido)

“ Los valores de inhibicién de etopdsido estan expresados en mM.
Tabla 2
Actividad citotoxica de los extractos metandlicos de P. major silvestre y
cultivado frente a tres lineas tumorales humanas, expresados como me-

dia + SEM (n=2).

semillas, y permite obtener un ex-
tracto estandarizado que no pierde
la actividad antitumoral de la plan-
ta silvestre, y admite la posibilidad
de realizar una multiplicacién a
gran escala.
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