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Abstract

In order to assess the anticancer action of extracts obtained by latex from Calotropis procera and Pedilanthus tithymaloides, samples were collected from
adult plants. Soluble proteins were extracted with 16 pL of 50 mM sodium acetate pH 5/pg integral latex and centrifugation at 16,000 x g for 15 min, the
supernatant was named "latex crude extract" (LCE). The "latex methanolic extract" (LME) was obtained on dried latex. Both extracts were tested in vitro by
cytotoxic and cytostatic activity in Jurkat cell cultures. Cellular viability, proliferation, necrosis and apoptosis were evaluated. LCE and LME were found with
cytotoxic and cytostatic activity after 24 incubtion hours (p < 0,05) with doses from 1ug/mL. The LCE and LME of P. tithymaloides presented cytotoxic
effect (p < 0,05) from 50 pg/mL and from 1pg/mL, respectively.
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Resumen

Con el objetivo de evaluar el potencial anticanceroso de extractos de latex de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides se colectaron muestras de
plantas adultas. Las proteinas solubles fueron extraidas con 16 pL de acetato de sodio 50 mM pH 5/ug de latex integral y centrifugacion a 16.000 x g durante
15 min, denominadndose al sobrenadante “extracto crudo de latex” (ECL). El “extracto metandlico de latex” (EML) se obtuvo sobre latex deshidratado.
Ambos extractos fueron probados en su actividad citotoxica y citostatica in vitro sobre cultivos de células Jurkat. Se realizaron estudios de viabilidad,
proliferacion, necrosis y apoptosis celular. EI ECL y el EML de C. procera presentaron actividad citotdxica y citostatica después de 24 y 48 horas de
incubacion (p < 0,05) con dosis desde 1 pg/mL. Los ECL y EML de P. tithymaloides presentaron efectos citotoxicos (p < 0,05) a partir de 50 pg/mL y desde
1 pg/mL respectivamente.
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INTRODUCCION

Citotoxicidad del latex de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides

Figura 1
Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton

Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton. (Familia
Asclepiadaceae) (Figura 1) es un arbusto, que crece
en areas alteradas y pastizales. Nativa de Asia, es
considerada una especie naturalizada en Venezuela,
donde recibe el nombre comlin de “Algodon de la
India” o “Algodon de seda”. En la India, es una
popular planta medicinal (Sehgal et al., 2006). Las
caracteristicas  morfologicas,  microscopicas Yy
fitoquimicas de las hojas de C. procera han sido
recientemente examinadas, reportdndose azucares,
fenoles, flavonoides, saponinas, terpenoides, taninos y
glicésidos en su composicion (Murti et al., 2013).
Extractos de la planta en solventes organicos,
como etanol y acetona, han presentado actividades
insecticida (Moursy, 1997), larvicida (Markouk et al.,
2000), antibacteriana y antiparasitaria (Larhsini et al.,
1999). Una fraccion de proteinas obtenida del extracto
acuoso del tallo inhibi6 el crecimiento in vitro de
Staphylococcus aureus y Enterobacter aerogenes a

una concentracion de 25 pg/mL con una eficiencia
comparable a la del cloramfenicol utilizado como
control positivo (Samy y Chow, 2012). Extractos
foliares con importantes contenidos de triterpenos,
antocianinas y alcaloides fueron efectivos en el control
del helminto gastrointestinal Haemonchus contortus
en pequefios rumiantes (Al-Qarawi et al., 2001). Del
extracto etandlico de las flores se han reportado
propiedades antimicrobiana, antiinflamatoria,
antipirética, analgesica (Mascolo et al., 1988),
anticancerosa (Smith et al.,, 1995) y antimalarica
(Sharma y Sharma, 1999; Sharma y Sharma, 2001).

El efecto hipoglicémico y antidiabético
también ha sido evaluado en extractos metanolicos
foliares, no encontrandose ningin efecto cuando se
suministré en forma oral en dosis de 100 y 250 mg/Kg
en ratones (Rahmatullah et al., 2010), contrario a lo
encontrado en extractos cloroférmicos de flores y
hojas de C. gigantea, una especie de igual género, que
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provocaron disminucion en las concentraciones de
glucosa en sangre de ratas diabéticas y no diabéticas
(Rathod et al., 2011).

Al igual que los extractos de diferentes partes
de la planta, el latex de Calotropis procera también
presentd actividad antifungica (De Freitas et al.,
2011), antiinflamatoria (Kumar y Basu, 1994),
anticoccidial (Mahmoud et al., 2001), anti-diarreica
(Kumar et al., 2001), analgésica (Dewan et al., 2000),
antioxidante y antidiabética (Roy et al., 2005). El
extracto metandlico de latex, suministrado diariamente
en una dosis oral de 500 mg/Kg fue capaz de atenuar
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significativamente (p < 0,05) la respuesta inflamatoria
y el estrés oxidativo en ratas con monoartritis
inducida, con una intensidad semejante a la dosis de
100 mg/Kg de la droga comercial rofecoxib (Kumar y
Roy, 2007). No obstante, antagonicamente, el latex
puede producir inflamacion de la piel y membranas
mucosas, por lo cual ha sido utilizado para producir un
modelo de estudio de estos procesos (Kumar vy
Shivkar, 2004) y en la evaluacion de compuestos con
potencial actividad antiinflamatoria y antinociceptiva
(Padhy y Kumar, 2005).

Figura 2
Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit.

Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit. (Familia
Euphorbiaceae) (Figura 2) es una planta oriunda de
América tropical, cultivada como ornamental en
muchas regiones. En Venezuela se encuentra en estado
natural en las regiones xerofiticas del norte del pais.
Un tamizaje fitoquimico del latex de P. tithymaloides
detectd la presencia de triterpenos, esteroides,

carotenos, azlcares reductores, aminas, fenoles,
taninos y flavonoides (Sanchez et al., 2005). Abreu et
al., (2006) han sefialado que esta planta tiene usos
tradicionales como  emético, antiinflamatorio,
antibidtico, antiséptico, antihemorragico, antiviral,
abortivo y como agente antitumoral. No todas estas
propiedades han sido comprobadas en trabajos
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experimentales, no obstante, se ha reportado que el
extracto etandlico de las hojas presentd actividad
antimicrobiana, semejante a la tetraciclina, sobre
Pseudomonas aeruginosa (Vidotti et al., 2006). En
este mismo orden de ideas, un extracto etanélico de las
hojas de esta planta, conteniendo flavonoides, fenoles
y esteroides, demostré actividad biol6gica contra
huevos, larvas y pupas de Culex quinquefasciatus,
provocando alta mortalidad en cada estado de vida del
insecto, un vector de un nematodo altamente
infeccioso, en Asia tropical (Kamalakannan et al.,
2010).

Una de las propiedades atribuidas, y
exitosamente comprobadas clinicamente en especies
de plantas con latex, es su actividad antitumoral y
citotoxica, lo que le confiere un especial interés,
precisamente por ser el cancer la segunda causa de
muerte por enfermedad, después de las enfermedades
cardiovasculares, a escala mundial (Organizacion
Mundial de la Salud, 2012). Uno de los mas
significativos descubrimientos en el campo de las
drogas anticancerosas deriva de una planta de
Madagascar que contiene latex, Catharanthus roseus
(Apocinaceae). Esta planta fue utilizada desde la
antigledad para tratar una amplia variedad de
enfermedades, incluyendo la diabetes. Contiene 130
alcaloides terpenoides del tipo indol, de los cuales uno
de ellos, llamado vinblastina ha sido comercializado
durante mas de 40 afios como una droga anticancerosa
(van Der Heijden et al., 2004). Tres de las principales
fuentes de drogas anticancerosas en el mercado y
experimentadas clinicamente son derivadas de plantas
de Norte América (Canadd y Estados Unidos) que
fueron utilizadas por los nativos: Asimina spp (Kim et
al., 2005); Taxus brevifolia (Kummalue, 2005) y
Podophyllum peltatum (Ram y Kumari, 2001);
utilizadas en la actualidad para combatir efectivamente
adenocarcinomas de prostata, colon y céncer de
pulmén. Extractos foliares obtenidos de las plantas
laticiferas Calotropis gigantea y Nerium oleander
presentaron actividad citotdxica, contra células de
cancer de seno MCF-7 y MDA-MB-231, comparable a
los medicamentos comulnmente utilizados en los
tratamientos, con valores de ICs, la concentracién a la
cual se produce la inhibicién, en un 50 %, del
crecimiento celular, entre 1,3 y 3,3 pug/mL (Wong et
al., 2011).

En muchos casos, la actividad antineoplasica
de las plantas laticiferas es atribuida a los terpenos
(Chang et al., 2005; Rasikari et al., 2005; Choedon et
al., 2006; Bishayee et al., 2011), no obstante, se
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reporté accién citotoxica de un extracto de proteinas
laticiferas de C. procera (Soares et al., 2007) y del
latex de Ficus carica (Wang et al., 2008), sobre
diversas lineas celulares. Recientemente, una proteina
aislada de las raices de C. procera inhibid la
proliferacion e indujo la apoptosis de células de cancer
de seno in vitro e in vivo, al suprimir la activacién del
factor nuclear kappa-B (NF-kB), en forma comparable
a la droga ciclofosfamida, utilizada comdnmente
(Samy et al., 2012). Asi mismo, se ha demostrado
actividad antileucémica del cardendlido semisintético
UNBS1450, perteneciente a la familia de glicésidos
esteroides cardiacos derivados de C. procera (Juncker
et al., 2010).

Por otra parte, la incidencia del cancer en la
poblacion mundial ha incrementado en los Ultimos
afios, alcanzando cifras de 7,6 millones de defunciones
debidas al cancer en 2008, lo que representa alrededor
del 30% del total de defunciones que se calcula
ocurrieron en el mundo en 2008 debidas a
enfermedades no transmisibles, y se estima que estas
cifras aumentaran a 13 millones de personas en el
2030 (Organizacion Mundial de la Salud, 2012). Estas
circunstancias promueven el interés creciente en el
estudio de nuevos y efectivos farmacos para combatir
diferentes tipos de cancer. En el presente trabajo se
estudio el efecto citotdxico y citostatico de extractos
de latex de C.procera y P. tithymaloides, como
posibles agentes anticancerosos, en cultivos in vitro de
células Jurkat de leucemia linfocitica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las muestras de latex fueron colectadas de plantas
silvestres de Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton. y
Pedilanthus tithymaloides (L.) Poit. creciendo en el
Campo Experimental de la Facultad de Agronomia,
Universidad Central de Venezuela (UCV), Maracay,
estado Aragua. La correcta identificacion botanica de
ambas especies fue realizada por la Dra. Thirza Ruiz,
del Instituto de Botanica de la Facultad de Agronomia
de la UCV. El latex fue colectado en viales de
microcentrifuga realizando escisiones en el tallo y
transportado de inmediato a 4 °C para obtener el
extracto crudo, contentivo de proteinas solubles. Para
obtener la fraccién metandlica con terpenos, el latex
fue colectado y transportado al laboratorio a
temperatura ambiente.
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Preparacién del extracto crudo de latex de Calotropis
procera y Pedilanthus tithymaloides

El latex colectado fue diluido con acetato de sodio 50
mM pH 5, en una proporcion de 16 pL de tampdn/mg
de latex, agitado en vortex durante 1 min y
centrifugado a 16.000 x g por 15 min en una
microcentrifuga Eppendorf 5415C para descartar
materiales insolubles.

El sobrenadante, conteniendo principalmente
proteinas solubles, se denomind “extracto crudo de
latex” (ECL) y fue almacenado en alicuotas de 2 mL a
-20 °C, hasta su uso, en no méas de 15 dias, para los
estudios de citotoxicidad.

Contenido de proteina

Se determind el contenido de proteinas en el ECL
(Lowry et al., 1951). Brevemente, 5 pL de muestra,
diluidos hasta 100 pL con agua destilada, se hicieron
reaccionar con 500 pL de una solucion conteniendo
0,1 M de NaOH, 2% de Na,COs, 0,5% de tartrato de
sodio, 0,5 % de SDS y 0,1 mg/mL de sulfato de cobre.
Transcurridos 10 min se agreg6 50 uL de reactivo de
Folin-Ciocalteau previamente diluido 1:1 en agua
destilada. La absorbancia fue leida después de 30 min
a 660 nm en un espectrofotometro Beckman DU 650.
El contenido de proteina fue calculado utilizando la
ecuacion de regresion obtenida a partir de una grafica
elaborada con albumina sérica bovina como estandar.

Preparacion del extracto metandlico de latex de
Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides

El latex colectado para extraer la fraccién metandlica
enriquecida con terpenos, fue colocado en capsulas de
porcelana, secado en una estufa Memmert a 37 °C
durante 24 horas y extraido con metanol, en una
proporcion 1:4 plv, a temperatura ambiente, con
agitacion en vortex durante 15 min. El extracto fue
filtrado en papel Whatman N° 1, distribuido en viales
a razén de 1 mL/vial y colocados en la estufa a 37 °C
con la finalidad de evaporar la totalidad del metanol,
hasta obtener un residuo enriquecido de terpenos, con
trazas de otros compuestos de naturaleza hidrofdbica
(Ravikant et al., 2002). Se determind la cantidad de
extracto metandlico por doble pesaje de los viales,
vacios y después de la evaporacion del metanol y se
expreso en % p/v. Los viales que contenian el extracto
metandlico de latex (EML) fueron almacenados a -20
°C hasta su uso, en menos de 15 dias. Para las pruebas
de identificacion de fraccion terpenoide fueron
resuspendidos en 1 mL de cloroformo: metanol (2:1).
Para los estudios de citotoxicidad fueron
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resuspendidos en dimetil sulféxido (DMSO) para
lograr las concentraciones requeridas.

Identificacion de la fraccion terpénica

Para identificar la presencia de terpenos en los EML se
realizd la prueba de determinacién colorimétrica de
Liebermann-Burchard (Kenny, 1952). La formacion
de color &mbar a verde oscuro indicé una reaccion
positiva, correspondiente a una fraccion enriquecida
con triterpenos (Mu et al., 2010). El colesterol fue
utilizado a una concentracion de 3 mg/mL como un
control cualitativo.

Cultivo celular

Las celulas Jurkat (leucemia de linfocitos T humanos)
fueron obtenidas de la coleccion del Laboratorio de
Bioquimica  Farmacoldgica  del Instituto de
Investigaciones Biomédicas BIOMED de la
Universidad de Carabobo, estado Aragua, Venezuela.
Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma®. Las
células fueron mantenidas en medio basico RPMI-
1640 con rojo de fenol, 0,2% de bicarbonato de sodio,
suplementado con 4 mM de L-glutamina, 10% de
suero fetal bovino (SFB), penicilina (100 u/mL) y
estreptomicina (100 pg/mL) a 37 °C en 5% de CO, en
un incubador Nuaire NU-8500.

Viabilidad y proliferacion celular

Se realizaron ensayos de viabilidad y proliferacion
celular utilizando la técnica de reduccion, por accién
de la  enzima  succinato-tetrazolio-reductasa
mitocondrial, dependiente del NADH+H", del
colorante 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-
trazolium bromide (MTT), inicialmente de color
amarillo, tornandose de color parpura al ser reducido.
La actividad metabdlica de las células Jurkat viables se
utiliza como medida de la citotoxicidad y proliferacion
celular, basado en que las células en proliferacion son
mas activas que las que no proliferan o estan latentes,
por lo cual la intensidad del color purpura es
proporcional al nimero de células viables y activas
(Mosmann, 1983). Brevemente, se incubd, en placas
de 96 pozos fondo en U, 192 pL de suspension celular
a una concentracion inicial de 250 x 10° cel/mL, a las
cuales se agrego, después de 24 horas, 8 pL del ECL,
preparado en acetato de sodio 50 mM pH = 5, a la
concentracién requerida para dar una concentracion
final de proteinas laticiferas de 1, 10, 50 y 100 pg/mL.
En ambas especies, el ECL inicial se ajustd a 2,5 ug de
proteina laticifera/uL, a partir del cual se prepararon,
para cada concentracion evaluada, una solucion a una
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dilucién especifica, de manera que la concentracion
final de proteina laticifera de ECL fuese la indicada,
en un volumen final de 200 pL. Se realizaron
controles en los cuales el ECL fue sustituido por la
misma cantidad de acetato de sodio 50 mM pH 5.
Cuando se evaluo el EML, se agregé 1 pL diluido en
DMSO para una concentracion final de 1, 10, 50 y 100
pg/mL. En ambas especies, el EML se ajusté a 30 ug
de fraccion terpenoide/uL, a partir del cual se
prepararon  soluciones a las  concentraciones
correspondientes de manera gque la concentracion final
de fraccion terpenoide fuese la indicada, en un
volumen final de 200 pL. En todos los casos, la
concentracién final del DMSO fue de 0,5 % para
evitar riesgos de toxicidad (Tseng y Safa, 1983). Se
realizaron controles en los cuales el EML fue
sustituido por la misma cantidad de DMSO.

Luego de 0, 24 y 48 horas de incubacion a 37
°C en 5% CO; se transfirieron 100 puL de suspension
celular a placas de fondo plano de 96 pozos en los
cuales se afiadié 10 uL de MTT (5 mg/mL). Se incub6
la placa por 4 horas a 37 °C y 5% CO, luego de lo cual
se afiadio 100 pL de solucién detergente preparada
con 10% de Triton X-100 y 0,1 M de HCI en
isopropanol, agitando hasta la disolucién total de los
cristales parpura de formazan, formados al reducirse el
colorante MTT. Luego de 2 min de agitacion a 840
r.p.m. y 2 min de reposo se ley6 la absorbancia a 550
nm en un fotdmetro de placa Labsystems Multiskan
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Ascent. El efecto citotoxico de las fracciones
evaluadas fue expresado como viabilidad en
porcentaje con respecto al control a las 24 y 48 h. El
efecto citostatico se expres6 como Indice de
Proliferacion (IP) relacionando la densidad Optica
correspondiente a la reduccion de la tintura MTT a
550 nm con respecto al control a la hora cero.

b.- Necrosis y apoptosis cellular

Exclusion del azul tripano

Se incubaron 96 pL de suspension celular a una
concentracion inicial de 10° células/mL de medio
especifico y 4 uL de ECL a diferentes concentraciones
(0,1, 0,5, 1, 10, 50, 100, 150 y 200 pg de proteina
/mL) en una placa de 96 pozos fondo en U. Después
de 24 horas de incubacion a 37 °C y 5% CO, en un
incubador Nuaire NU-8500 se tomaron alicuotas de 20
UL de la suspensién celular y se mezclaron con 20 pL
de una solucion de azul tripano al 0,25 % (p/v)
preparada en tampon fosfato para realizar las
mediciones de viabilidad celular a través de la prueba
de exclusion del colorante utilizando una camara de
Neubauer y un microscopio 6ptico Zeiss Axiolab con
un objetivo de 20X (Hathaway et al. 1964). El
vehiculo de disolucion del ECL fue utilizado como
control positivo (acetato de sodio 50 mM pH 5). El
efecto citotoxico fue expresado como tasa de necrosis
celular relativa, usando la siguiente férmula:

% de necrosis = (N° de células no viables/N° total de células) x 100

Fluorescencia con naranja de acridina/bromuro de
etidio

Para determinar el porcentaje de necrosis y apoptosis,
se realizaron experimentos en iguales condiciones a
las utilizadas en las pruebas de exclusion del azul
tripano, con 24 horas de incubacion a 37 °C y 5% CO,
en un incubador Nuaire NU-8500, en ausencia y en
presencia de diferentes concentraciones de ECL (1, 10,
50 y 100 pg de proteina/mL), luego de lo cual se
tomaron alicuotas de 25 pL de suspension celular a las
que se afladio 1 pL de una solucion conteniendo 10

mg/mL de bromuro de etidio y 10 mg/mL de naranja
de acridina y examinado con objetivo seco de 40X
utilizando epiiluminacion en un microscopio de
Fluorescencia Leica DMLS para identificar y contar
las células viables, necroticas y apoptoticas (Renvoize
et al., 1998). Se realizaron controles en presencia de
acetato de sodio 50 mM pH = 5,0. El efecto fue
expresado como viabilidad, necrosis 0 apoptosis
celular relativa usando las siguientes formulas:

células viables (%) = (N° de células viables/N° total de células) x 100
células necroticas (%) = (N° de células necroticas/N° total de células) x 100
células apoptoticas (%) = (N° de células apoptoticas/N° total de células) x 100

Disefio experimental y andlisis estadistico
Los experimentos se realizaron con un disefio
completamente al azar. Los datos, presentados como

promedio * desviacion estandar, fueron analizados por
analisis de varianza (ANAVAR) y una prueba de
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medias de Dunnett a un nivel de significancia de 0,05.
Se utilizé el Programa Statistix 8.0.

RESULTADOS

Extraccion de proteina y fraccion terpenoiode

Los ECL y EML fueron cuantificados en relacién con
su contenido de proteina y terpenos, respectivamente.
El contenido promedio de proteina del ECL C.
procera y P. tithymaloides fue de 40,5 + 8,2 mg/mL y
60,8 + 14,0 mg/mL, respectivamente. Asi mismo, el
contenido promedio de terpenos o fraccion terpenoide
en los EML fue de 4% en C. procera y 1,8% (p/v) en
P. tithymaloides.

Efectos citotdxico y citostatico de los extractos crudos
de latex Calotropis procera
a.- Viabilidad y proliferacion celular
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La viabilidad de las células Jurkat,
determinada en presencia del ECL de C. procera y
expresada como porcentaje del control
correspondiente, disminuyd significativamente (p <
0,05), con respecto al control a todas las dosis
evaluadas, a las 24 y 48 horas (Figura 3), con
porcentajes de inhibicién del crecimiento celular entre
29 y 39% con respecto al control a las 24 horas y
entre 24 y 44 % a las 48 horas.

Al evaluar el efecto del ECL de C. procera
sobre la proliferacion de las células Jurkat, se encontrd
que el Indice de Proliferacion (IP) disminuyé
significativamente después de 24 y 48 horas de
incubacion en todos los tratamientos con respecto al
control (p < 0,05), y, al igual que en la viabilidad, con
un efecto poco marcado dependiente de la dosis
(Figura 3).
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Figura 3
Efecto del extracto crudo de latex (ECL) de Calotropis procera sobre la viabilidad y la proliferacién de células Jurkat. Las células
(250 x10° cel/mL) fueron tratadas con las concentraciones indicadas de proteinas solubles de ECL. En los controles el ECL fue
sustituido por acetato de sodio 50 mM pH 5. Los datos se obtuvieron después de 24 y 48 h, mediante el método del MTT. Los
resultados se expresan como promedios + DE de 8 experimentos independientes, por triplicado.
(*) Indica diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Andlisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.
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b.- Necrosis y apoptosis celular

La exposicion de las células Jurkat a concentraciones
crecientes de proteinas laticiferas de ECL de C.
procera durante 24 horas y analizadas por la técnica
de exclusion del azul tripano no mostré efectos
significativos sobre la necrosis celular. No obstante,
cuando se estudio la citotoxicidad del ECL de C.
procera utilizando la técnica de microscopia de
fluorescencia con  tincibn con naranja de
acridina/bromuro de etidio, una técnica mas sensible a
la del azul tripano (Hathaway et al., 1964), si se
observo toxicidad (Figura 4), con poco o ningun efecto
sobre la apoptosis y aumentando la necrosis celular (p
< 0,05) con respecto al control.
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Figura 4

Efecto citotdxico del extracto crudo de latex (ECL)
de Calotropis procera sobre células Jurkat. Las
células (10° células/mL) fueron tratadas con las
concentraciones indicadas de proteinas laticiferas.
Los datos se obtuvieron después de 24 h. En los
controles el ECL fue sustituido por acetato de sodio
50 mM pH 5. Se utilizé la técnica de microscopia de
fluorescencia con naranja de acridina/bromuro de
etidio. Los resultados se expresan como promedios
* DE de 8 experimentos independientes.

(*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05)
por Analisis de varianza (ANAVAR) seguida de
prueba de Dunnett.

Citotoxicidad del latex de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides

Pedilanthus tithymaloides

a.- Viabilidad y proliferacion celular

Al evaluar el ECL de P. tithymaloides sobre la
viabilidad  celular, se encontr6  diferencias
significativas (p < 0,05) a las 24 y 48 horas con las
dosis mas altas empleadas (50 y 100 pg/mL), con
tendencia a disminuir la viabilidad tanto a las 24 como
a las 48 horas, a partir de la dosis més baja utilizada (1
pg/mL), observandose un efecto dependiente de la
dosis. Resultados semejantes fueron obtenidos en el IP
de las células en presencia de las diferentes
concentraciones de ECL de P. tithymaloides
observandose, para ambas variables, un marcado
efecto dependiente de la dosis (Figura 5) en el cual
tanto la viabilidad como la proliferacion disminuyen
gradualmente al aumentarse la dosis empleada. La
inhibicién del crecimiento celular fue de 19, 40 vy
44%, al aplicar dosis de 10, 50 y 100 pg/mL,
respectivamente, después de 24 horas de incubacion.
A las 48 horas, el crecimiento celular fue inhibido en
proporciones semejantes (17, 34 y 40% con dosis de
10, 50 y 100 pg/mL, respectivamente).

b.- Necrosis y apoptosis celular

Resultados de los experimentos de citotoxicidad
utilizando la técnica de exclusion del azul tripano se
observan en las Figuras 6 y 7. El efecto fue
dependiente de la dosis y significativamente mayor
con respecto al control a partir de la dosis de 50
pg/mL.

Los estudios con ECL de P. tithymaloides
sobre las células Jurkat utilizando la técnica de
microscopia de fluorescencia (Figura 8) indicaron
disminucién de la viabilidad y aumento de la necrosis
y apoptosis celular con diferencias significativas (p <
0,05) con respecto al control y un efecto mas marcado
y dosis dependiente, tanto en la necrosis como en la
apoptosis, obteniéndose un efecto interesante con la
dosis de 50 pg/mL, con la cual el porcentaje de células
apoptdticas fue de 30%, lo que representa 9% mas
alto en comparacion con las células necrdticas.
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Figura5
Efecto del extracto crudo de latex (ECL) de Pedilanthus tithymaloides sobre la viabilidad y la proliferacion de células Jurkat. Las
células (250 x10° cel/mL) fueron tratadas con las concentraciones indicadas de ECL. Los datos se obtuvieron después de 24 y 48 h,
mediante el método del MTT. En los controles el ECL fue sustituido por acetato de sodio 50 mM pH 5. Los resultados se expresan
como promedios = DE de 8 experimentos independientes, por triplicado.
(*) Indica diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Analisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.

Células necroticas

Células viables

Figura 6
Microfotografia de células Jurkat tratadas con extracto crudo de latex (ECL) de Pedilanthus tithymaloides. Las células (10°
células/mL) fueron tratadas con 200 pg/mL de ECL. La imagen fue obtenida después de 24 h con la técnica de exclusion del azul
tripano y es representativa de un total de 8 repeticiones con un aumento de 20X.
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Figura7
Efecto citotéxico del extracto crudo de latex (ECL) de Pedilanthus tithymaloides sobre células Jurkat. Las células (10° células/mL)
fueron tratadas dosis crecientes de ECL. Los datos se obtuvieron después de 24 horas. Se utilizd la técnica de exclusion del azul
tripano. En los controles el ECL fue sustituido por acetato de sodio 50 mM pH 5. Los resultados se expresan como promedios de 8
experimentos independientes.
(*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Andlisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.
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Figura 8
Efecto citotéxico del extracto crudo de latex (ECL) de Pedilanthus tithymaloides sobre células Jurkat. Las células (10° células/mL)
fueron tratadas con las concentraciones indicadas de ECL. Los datos se obtuvieron después de 24 h. Se utilizé la técnica de
microscopia de fluorescencia con naranja de acridina/bromuro de etidio. En los controles el ECL fue sustituido por acetato de sodio
50 mM pH 5. Los resultados se expresan como promedios + DE de 8 experimentos independientes.
(*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Andlisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.

Efectos citotoxico y citostatico de los extractos
metanolicos de latex

Calotropis procera

Al evaluar el efecto citotdxico del extracto metandlico
de latex (EML) de C. procera, se encontrd que la
viabilidad disminuy6 significativamente (p < 0,05) a
las 24 y 48 horas, con todas las dosis probadas, con
respecto al control (Figura 9). A las 48 horas se
produjo una inhibicién de 15% con la dosis de 1
pg/mL.  Asimismo, provocd inhibicion de la

proliferacion celular con todas las dosis utilizadas y
estadisticamente significativas con respecto al control
(p <0,05).

Pedilanthus tithymaloides
El EML de P. tithymaloides provoc6 una disminucion
significativa (p < 0,05) sobre la viabilidad con todas
las dosis evaluadas a las 24 y 48 horas de incubacidn,
(Figura 10), sin efectos significativos sobre la
proliferacién de las células.
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Figura 9
Efecto del extracto metandlico de latex (EML) de Calotropis procera sobre la viabilidad y la proliferacion de células Jurkat. Las
células (250 x10° cel/mL) fueron tratadas con las concentraciones indicadas de EML. Los datos se obtuvieron después de 48 h,
mediante el método del MTT. En los controles el EML fue sustituido por DMSO a una concentracion final de 0,5 %. Los resultados
se expresan como promedios + DE de 8 experimentos independientes, por triplicado.
(*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Andlisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.
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Figura 10
Efecto del extracto metandlico de latex (EML) de Pedilanthus tithymaloides sobre la viabilidad y la proliferacion de células Jurkat.
Las células (250 x10° cel/mL) fueron tratadas con las concentraciones indicadas de EML. Los datos se obtuvieron después de 48 h,
mediante el método del MTT. En los controles el EML fue sustituido por DMSO a una concentracion final de 0,5 %. Los resultados
se expresan como promedios = DE de 8 experimentos independientes, por triplicado.
(*) Diferencias con respecto al control (p < 0,05) por Andlisis de varianza (ANAVAR) seguida de prueba de Dunnett.

DISCUSION

En latex de plantas de C. procera creciendo de forma
silvestre en llanuras de Brasil, Freitas et al., (2007)
reportaron un contenido de proteinas 2,9 veces menor
al encontrado en el presente estudio. Estas diferencias
pueden ser derivadas de las condiciones
agroecoldgicas de las regiones. Al evaluar el efecto de
varios factores sobre la composicion del latex de
Hevea brasiliensis, Moreno et al., (2005) reportaron
variaciones en el contenido de nitrogeno (N),
proveniente principalmente de las proteinas y
amino&cidos libres, dependientes de la temperatura
ambiental, las precipitaciones y el estado fisioldgico

de la planta. El contenido de N tiende a ser mayor al
disminuir la temperatura y durante las épocas
[luviosas. Con el inicio de los procesos de floracion y
fructificacion, se hace un mayor uso del N por lo que
disminuye su contenido en el latex (Moreno et al.,
2005). No se encontrd en la literatura informacion
acerca de estudios que indiquen el contenido de
proteinas en el latex de P. tithymaloides, aunque es
conocido que este parametro es variable y depende de
factores agroambientales.

Numerosas investigaciones se realizan en el
mundo en la bdsqueda de nuevas sustancias que
contribuyan a combatir la alteracion de la proliferacion
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y diferenciacién celular (neoplasia). El estudio de los
componentes de plantas para estos fines constituye un
amplio campo de investigacion que se ha basado en
los usos tradicionales, desde tiempos remotos,
principalmente en paises de Asia, y que actualmente se
estudian en diferentes paises del mundo. Diversos
extractos de plantas presentan actividad antioxidante
significativa y son capaces de reducir los efectos
toxicos de los radicales libres y la aparicion de
patologias asociadas, como la carcinogénesis
(Middleton et al., 2000), por ejemplo, el latex de
Croton lechleri, caracteristicamente de color rojo,
presentd una actividad significativa contra los dafios
oxidativos inducidos por la apomorfina en
Saccharomyces cerevisiae y fue capaz de proteger
células de plantulas de maiz del efecto citotoxico de la
apomorfina (Lopes et al., 2004), asimismo, presentd
efectos antiproliferativos in vitro en lineas celulares
leucémicas K 562, con un ICsy de 2,5 + 0,3 pg/mL
(Rossi et al., 2003). Asi mismo, el latex de la fruta de
Ficus carica exhibié una potente actividad citotoxica,
dependiente de la dosis y el tiempo, en algunas lineas
de células humanas cancerosas (glioblastoma y
carcinoma hepatocelular), con poco efectos en células
hepaticas normales, a través de un mecanismo que
podria estar asociado a la inhibicion en la sintesis de
ADN, la induccion a la apoptosis y el arresto del ciclo
celular de las células cancerosas (Wang et al., 2008).

El efecto anticanceroso del latex de C. procera
ha sido previamente publicado, utilizando un modelo
de raton transgénico de carcinoma hepatocelular
(Choedon et al., 2006), o sobre diversas lineas de
células de cancer humano como HL-60 (leucemia
promielocitica), HCT-8 (colon), MDA-MB-435 (seno)
y SF295 (cerebro) (Soares de Oliveira et al., 2007).
Estas lineas celulares, tratadas por 72 horas con
diferentes concentraciones de proteinas laticiferas
obtenidas a partir del latex de C. procera produjeron
supresion significativa (p < 0,05) de su crecimiento, de
una manera dependiente de la dosis, sin afectar el
crecimiento de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) obtenidas de individuos saludables
utilizadas como control (Soares de Oliveira et al.,
2007). Concentraciones de 0,25; 05 y 1 ug de
proteina/mL provocaron una reduccion significativa de
la viabilidad celular e inhibicion de la sintesis de ADN
(p < 0,05) en células HL-60 (leucemia promielocitica);
sin embargo, no causaron un incremento significativo
en el nimero de células necréticas a ninguna de las
concentraciones probadas (Soares de Oliveira et al.,
2007).

Citotoxicidad del latex de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
corroboran la actividad citotoxica y citostatica del
latex de C. procera, esta vez sobre células Jurkat
(leucemia de linfocitos T humano), nunca antes
reportado. Asi mismo, constituye el primer reporte
acerca del potencial quimioterapéutico del latex de P.
tithymaloides.

La actividad metabdlica celular disminuyo
durante las primeras 48 horas, con respecto al inicio
del cultivo, como consecuencia del efecto citotdxico
del ECL de C. procera sobre las células Jurkat. Con
efectos poco marcados al aumentar la dosis. Esto
puede ser consecuencia de la interaccion de los
diversos componentes presentes en el ECL, o inclusive
de haberse alcanzado el efecto maximo con las dosis
empleadas, o bien por tratarse de una sustancia
citotoxica especifica de una fase determinada en el
ciclo celular por lo cual, aunque se aumenten las dosis
empleadas, solo una proporcion de células son
sensibles a los efectos toxicos (Velasco et al., 1993).
El efecto citostatico, evidenciado en la disminucion
significativa del IP, en todas las dosis evaluadas,
indica un efecto interesante, considerando que,
precisamente, las células cancerosas se caracterizan
por la disminucion o ausencia del control del
crecimiento y proliferan intensivamente. Una sustancia
con efectos inhibitorios sobre la proliferacion de
células cancerosas tiene potencial para ser utilizada
como agente quimioterapeutico.

El ECL de C. procera provoco muerte celular
por necrosis, contrario a lo reportado por Soares de
Oliveira et al., (2007), quienes evaluaron la
citotoxicidad de un extracto de proteinas laticiferas de
C. procera sobre lineas celulares HL-60 (leucemia
promielocitica humana) encontrando un incremento en
el nimero de células apoptoticas utilizando la técnica
de microscopia de fluorescencia con tincién con
naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BE). En P.
tithymaloides, el ECL present6 un mayor efecto sobre
la apoptosis con la dosis de 50 pg/mL.

Estudios realizados con diversos extractos
laticiferos pueden orientar acerca de la clase de
compuesto o0 molécula que ejerce de forma
predominante tales efectos. Por ejemplo, los resultados
reportados por Soares de Oliveira et al., (2007) fueron
obtenidos de experimentos in vitro utilizando extractos
acuosos laticiferos parcialmente purificados por
cromatografia, atribuyéndose la actividad
antineoplésica a una fraccion de proteinas laticiferas.
Asi mismo, se ha demostrado que las proteinas
laticiferas pueden disminuir, en un 51,8%, el
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crecimiento tumoral in vivo, en ratones transplantados
con sarcoma 180 (Oliveira et al., 2010). En el presente
trabajo, el ECL de las dos especies estudiadas fue
evaluado en funcién de su contenido de proteina, sobre
lo cual fueron calculadas las diferentes dosis
empleadas en los cultivos in vitro, por lo cual las
respuestas obtenidas pueden ser atribuidas a efectos
provocados por alguna proteina laticifera, o inclusive
una combinacion de ellas. Se puede sugerir que el
efecto citotoxico observado en el ECL podria ser
consecuencia de la combinacion de diversas sustancias
presentes en el extracto crudo, o bien atribuible a
componentes de naturaleza soluble que podrian estar
presentes en el ECL, como proteinas. En este sentido,
puede sugerirse la participacibn de enzimas
ribonucleasas (RNasas), debido a los antecedentes
reportados en la literatura, ya que diversas enzimas
RNasas han sido evaluadas como modalidades
potenciales en terapias anticancer (Ardelt et al., 2009).
Su potencial citotdxico estd fundamentado en su
capacidad para degradar ARN y en consecuencia
inhibir la biosintesis de proteina en los estados de
transcripcion y traduccion. De las enzimas RNasas
evaluadas en su accion anticancerosa, una de ellas ha
alcanzado a la fecha ensayos clinicos, la enzima
Ranpirnasa, denominada comercialmente Onconasa®,
extraida de oocitos y embriones de Rana pipiens, una
proteina homéloga a la ribonucleasa seminal bovina,
que, aunque menos eficiente cataliticamente, es mas
citotéxica que la mayoria de sus homélogas RNAsas.
Sus caracteristicas y efectos citotdxicos y anticancer
han sido extensivamente revisados (Ardelt et al., 2009;
Rutkoski y Raines, 2008). Otra evidencia se obtuvo a
partir del latex de Chelidonium majus, una planta de la
familia Papaveraceae ampliamente distribuida en
Europa y el oeste de Asia, de la cual se ha logrado
aislar dos nucleasas de 20 y 36 kDa con actividad
RNasa y desoxirribonucleasa (DNasa),
respectivamente, las cuales provocaron induccion de la
apoptosis, dependiente de la concentracién, en células
HelLa originadas de céncer cervical humano y
transformadas con virus de papiloma humano
oncogeénico tipo 18 (HPV18) (Nawrot el al., 2008). El
ECL de ambas especies en estudio contiene enzimas
RNasas, como ha sido demostrado en experimentos
realizados en nuestros laboratorios (datos en proceso
de publicacion).

Por otra parte, se ha encontrado actividad
citotoxica de extractos etandlicos de las flores de C.
procera y del fruto de Semecarpus anacardium,
provenientes de plantas colectadas en la India y Nepal,

Citotoxicidad del latex de Calotropis procera y Pedilanthus tithymaloides

sobre células tumorales COLO 320, con valores de
ICso de 1,4y 1,6 png/mL, respectivamente (Smith et al.,
1995). Los extractos etandlicos contienen flavonoides,
fenoles y esteroides, principalmente (Kamalakannan et
al., 2010). Los esteroides cardenolidos presentes en los
extractos etandlicos pueden también presentar
actividad antineoplésica, como es el caso del
UNBS14502, un cardendlido  semisintético
perteneciente a la familia de glicosidos esteroides
cardiacos, que presentd actividad antileucémica al
inducir la muerte celular apoptética (Juncker et al.,
2010).

En el presente estudio fueron evaluados los
EML de C. procera y P. tithymaloides, los cuales
contienen alta proporcion di y triterpenos (Ravikant et
al., 2002), tal como fue evidenciado al realizar la
prueba de Liebermann-Burchard (Kenny, 1952; Mu et
al., 2010). Diversos triterpenos han sido utilizados
para propositos medicinales en varios paises de Asia,
en donde se les atribuye efectos antiinflamatorio,
analgésico, antipirético, hepatoprotectivo, cardiotonico
y sedante. Recientes estudios no solo han confirmado
algunas de estas propiedades farmacoldgicas, sino
también han identificado una variedad de actividades
bioldgicas adicionales como antioxidante,
antimicrobiana, antiviral, antialérgico, antipruritico,
antiangiogenico y espasmolitica. Un nimero cada vez
mayor de triterpenos que han sido reportados, exhiben
citotoxicidad contra diversas células cancerigenas sin
mostrar toxicidad en células normales (Bishayee et al.,
2011). En este sentido, se ha reportado que al menos 6
diferentes tipos de diterpenos aislados a partir de
Taiwania cryptomerioides poseen una potente
actividad citotoxica contra células KB de carcinoma
epidermoide (Chang et al., 2005). Asimismo,
fracciones de terpenos obtenidas del latex de
Glossocarya calcicola provocaron una inhibicién
significativa del crecimiento de las lineas celulares de
mamiferos A2780, HepG2, HS27, PC3 y MCF7 con
efecto citotoxico contra lineas celulares de carcinoma
humano (HepG2) con valores de ICs, de 8,3 a 16,2
pMg/mL (Rasikari et al., 2005). Resultados semejantes
fueron obtenidos al evaluar el efecto de diversas
concentraciones de un EML sobre la citotoxicidad de
las lineas celulares de hepatoma (Huh7) y no
hepatoma (COS-1). El extracto indujo la muerte
celular en ambas lineas celulares en una forma dosis
dependiente (Choedon et al., 2006). A partir de
rizomas secos de Ardisia gigantifolia, una planta usada
tradicionalmente como medicinal en China, para el
tratamiento del reumatismo, dolores musculares vy
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dafos traumaticos, se han aislado al menos 32
saponinas triterpénicas en los Gltimos 20 afios (Mu et
al., 2010) y, recientemente, estos autores lograron
aislar e identificar 4 nuevas saponinas triterpenoidales
a partir del extracto etandlico del rizoma seco de la
planta, los cuales fueron evaluados en sus propiedades
citotoxicas contra células de carcinoma cervical
humano HeLa, células de tumor de vejiga humana EJ
y células de carcinoma géastrico humano BCG-823. De
estos triterpenoides, dos presentaron  efectos
citotoxicos moderados sobre las células HelLa con
valores de 1Cs, de 14,1 y 54,7 mM, mientras que los
otros dos fueron inactivos. Todos los compuestos
presentaron actividad sobre las células EJ y solo uno
presentd actividad citotoxica sobre las células BCG-
823 (Mu et al., 2010). De igual forma, un extracto de
las raices de la planta medicinal Egipcia Bryonia
cretica exhibio un fuerte efecto inhibitorio sobre la
proliferacion de células de leucemia humana U937. A
partir de este extracto se aislaron e identificaron 2
nuevos triterpenos glucosidos y 16 triterpenos
glicosidos ya conocidos, de los cuales 8 fueron
evaluados en sus efectos citotdxicos sobre células
U937 de leucemia humana, encontrandose efectos
variables para cada compuesto, con valores de ICs
entre 0,22 UM y 9,4 uM (Matsuda et al., 2010).

Al evaluar la citotoxicidad in vitro de 3 nuevos
triterpenoides y 7 compuestos ya conocidos aislados a
partir de la fraccion etilacetato del tallo de Camellia
japonica, sobre células de cancer A549, LLC, HL-60 y
MCF-7, se encontraron valores de ICs, entre 21,7 y
65,4 mM (Thao et al., 2010).

Lo antes expuesto indica que las fracciones
contentivas de terpenos provenientes de diversas
partes y del latex de plantas constituyen sustancias con
potencial uso farmacoldgico para ser utilizados como
agentes quimioterapeuticos.

En el presente estudio, la inhibicion del
crecimiento celular en todas las dosis de los EML de
C. procera y P. tithymaloides, después de 48 h de
incubacion, estuvo entre 12 y 18 %, con dosis de 1, 10,
50 y 100 pg/mL, con diferencias significativas con
respecto al control, cultivado en ausencia de EML.
Resultados semejantes fueron obtenidos en un estudio
in vivo realizado para conocer la actividad
antiproliferativa de diversos extractos de tallo de C.
procera sobre sarcoma 180 de ratones transplantados,
donde se encontr6 que los extractos metandlicos
fueron débilmente citotdxicos (3,2%) mientras que los
extractos con etil-acetato y acetona inhibieron el
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crecimiento del tumor en un 64,3 y 53,1%
respectivamente (Magalhaes et al., 2010).

Una sustancia aislada es considerada
promisoria como un compuesto anticancer cuando el
valor de ICsq contra células tumorales es igual 0 menor
a 1 pg/mL (Soares de Oliveira et al.,, 2007) y un
extracto crudo es considerado efectivo cuando su valor
de ICsp es < 20 pg/mL (Wong et al., 2011). En el
presente estudio, los datos recopilados no permitieron
estimar los valores de ICs, por lo cual solo se reportan
los resultados en términos de viabilidad vy
proliferacion, no obstante, al comparar las dosis
probadas con los porcentajes de inhibicion se puede
inferir que ninguno de los EML entra en la categoria
de sustancia promisoria citotdxica contra las células
Jurkat especificamente, lo que no descarta un mejor
efecto en otras lineas celulares de cancer. Mayores
estudios se requieren a los fines de elucidar cuales son
los compuestos con actividad citotdxica y citostatica
en el latex de C. procera y P. tithymaloides.

El presente trabajo constituye el primer reporte
acerca del potencial quimioterapéutico del latex de P.
tithymaloides y aporta nuevos conocimientos al
potencial uso del latex de C. procera.

CONCLUSIONES

Los latices de Calotropis procera y Pedilanthus
tithymaloides contienen moléculas capaces de
provocar efectos citotoxicos y/o citostaticos sobre
cultivos in vitro de células Jurkat. La inhibicion del
crecimiento celular en ambas especies estuvo entre 10
y 44% (ECL) y entre 12 y 18% (EML).
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