Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peru. Decana de América

Direccion General de Estudios de Posgrado
Facultad de Farmacia y Bioquimica
Unidad de Posgrado

Actividad antifungica del extracto etandlico de las
hojas de Solanum hispidum Pers y citotoxicidad en

lineas celulares de cancer humano

TESIS

Para optar el Grado Académico de Magister en Recursos

Vegetales y Terapéuticos

AUTOR
Jannelle Cyndi MENDOZA LEON

ASESOR
César Maximo FUERTES RUITON

Lima, Pera

2022



OleI®

Reconocimiento - No Comercial - Compartir Igual - Sin restricciones adicionales

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Usted puede distribuir, remezclar, retocar, y crear a partir del documento original de modo no
comercial, siempre y cuando se dé crédito al autor del documento y se licencien las nuevas
creaciones bajo las mismas condiciones. No se permite aplicar términos legales o medidas
tecnologicas que restrinjan legalmente a otros a hacer cualquier cosa que permita esta licencia.



Referencia bibliografica

Mendoza J. Actividad antifingica del extracto etanolico de las hojas de Solanum
hispidum Pers y citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano [Tesis de
maestria]. Lima: Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Farmacia
y Bioquimica, Unidad de Posgrado; 2022.




Metadatos complementarios

Datos de autor

Nombres y apellidos

Jannelle Cyndi Mendoza Le6n

Tipo de documento de identidad

DNI

Numero de documento de identidad

10613744

URL de ORCID

https://orcid.org/0000-0003-0948-9685

Datos de asesor

Nombres y apellidos

César Maximo Fuertes Ruiton

Tipo de documento de identidad

DNI

Numero de documento de identidad

15289369

URL de ORCID https://orcid.org/0000-0002-6170-3549
Datos del jurado
Presidente del jurado
Nombres y apellidos Jorge Luis Arroyo Acevedo
Tipo de documento DNI
Numero de documento de identidad | 06785241

Miembro del jurado 1

Nombres y apellidos Yadira Fernandez Jeri
Tipo de documento DNI
Numero de documento de identidad | 28307333
Miembro del jurado 2
Nombres y apellidos Jose Antonio Llahuilla Quea
Tipo de documento DNI
Nimero de documento de identidad | 09780810

Datos de investigacion




Linea de investigacion

B.2.1.1. Plantas medicinales con potencial
farmacéutico y productos terapéuticos
(estudios fitoquimicos, estudios
toxicoldgicos, estudios farmacoldgicos,
procesos de industrializacion)

Grupo de investigacion

No aplica.

Agencia de financiamiento

Sin financiamiento.

Ubicacion geogréfica de la
investigacion

Edificio: Centro Nacional de Control de
Calidad y del Centro Nacional de Salud
Publica del Instituto Nacional de salud.
Pais: Peru

Departamento: Lima

Provincia: Lima

Distrito: Chorrillos

Av. Defensores del Morro N° 2268
Latitud: -12.128067

Longitud: -77.0888159

Afio o rango de afnos en que se
realizé la investigacion

Agosto 2020 — Noviembre 2021

URL de disciplinas OCDE

Bioquimica, Biologia molecular
https://purl.org/pe-repo/ocde/ford#1.06.03



https://purl.org/pe-repo/ocde/ford#1.06.03

<\ Universidad Nacional Mayor de San Marcos
v M Universidad del Per(. Decana de Ameérica
Facultad de Farmacia y Bioquimica

G Unidad de Posgrado

ACTA DE SUSTENTACION VIRTUAL DE TESIS PARA OPTAR
AL GRADD ACADEMICO DE MAGISTER EN RECURSOS VEGETALES Y TERAPELTICOS

Siendo las 0900 hrs. del 08 de febrera de 2022 se reunieron mediante la plataforma de Google meet de la
Unidad de Posgrado de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcas, el
Jurada Evaluador de tesis, presidida por el Or. Jorge Luis Arroyo Acevedao e integrado por los siguientes miembros:
Dr. César Maximo Fuertes Ruitdn (Asesor), Dra. Yadira Fernandez Jeri y Dr. José Antonio Liahuilla Ouea; para la
sustentacion oral y publica de la tesis intitulada: “ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTD ETANGLICO DE LAS
HOJAS DE Salsnum hispidum Pers Y CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES DE CANCER HUMAND",
presentado por la Bachiller en Farmacia y Bioquimica Jannelle Cyndi Mendaza Ledn.

Acto seguido se procedid a la exposicion de la Tesis, con el fin de optar al Grado Académico de Magister en
Recursos Vegetales y Terapéuticos. Formuladas |as preguntas, éstas fueron absueltas por la graduando.

A continuacién, el Jurado Evaluador de Tesis procedid a la calificacitn, la que dio como resultado el siguiente
calificativo:

o 11 (DIECISIETE) - MUY BUEND

Luego, el Presidente del Jurado recomienda que |a Facultad propanga que se le otorgue & la Bachiller en Farmacia
y Bioquimica Jannelle Cyndi Mendoza Ledn. el Grado Académico de Magister en Recursos Vegetales y
Terapéuticas.

Siendo las 10:45 hrs. se levanta la sesitn.

Se extiende el acta en Lima, 8 las hrs. del 08 de febrero de 2022,

" Dr, César Maximo Fuertes Ruitsn (P. P, DE)
Miembrao - Asesor

Ora. Yadira Fernandez Jeri (P. P., 0. E) Or. Jusa Anmmu Liahuifla Quea (P. Asoc. T.C.)
Miembro Miembrao
Observaciones:
Jr. Puno 1002 - Lima 1 Teléfono 619-7000 anexo 4812

Apartado Postal 4559 Lima | Email:upg.farmacia@unmsm.edu.pe



Dedicatoria

A mis amadas hijas: Grecia Alondra y Jimena Luana

A mi esposo y compaiero: Javier Surichaqui

A mis queridos padres: Neptali y Laura

A mis hermanos: Anneliese, Miriam, Alan y Liliana

11



Agradecimientos

Al creador de todo Dios, por la viday todas las oportunidades brindadas.

A mi asesor Dr. Cesar Fuertes Ruitén, por su constante motivacion.

A mis padres por apoyarme con la informacion etnobotdnica y en la coleccion de hojas.

A los coordinadores de investigacion Q.F. Roberto Torres y M.V. Alberto Cisneros.

A los integrantes de los laboratorios de fisicoquimica del CNCC —INS por brindarme

las facilidades, Javier M., Alfredo H., Rosa Q., Alejandro N., Héctor C. y Manuel N.

A los integrantes de los laboratorios de microbiologia del CNCC —INS por brindarme el

apoyo, Edith L., Ana C., Elena T., Jackeline Ch. y Christian Z.

A los integrantes del laboratorio de Cultivos Celulares del CNSP-INS por el apoyo

brindado, en especial a Alberto Cisneros, Janet Otarola y Henry Bail6n

A los supervisores de productos biolégicos y sustancias de referencia por sus

donaciones Alberto Cisneros, Elena Torres y Sandra Gayoso.

A mi amigo Alberto Chuquipiondo por su apoyo en el procesamiento de datos.

Al Jefe del INS, Directores Generales y Directores Ejecutivos por su apoyo en la

autorizacion del uso de los laboratorios necesarios.

Al jurado evaluador por sus acertadas observaciones, Dr. Jorge Arrollo, Dr. José

Llahuilla y Dra. Yadira Ferndndez.

A todos los colaboradores por su apoyo en este trabajo de investigacién

iv



Indice

Paginas preliminares

Pagina de aceptacion de la Tesis

Dedicatoria

Agradecimientos

Indice general

Indice de tablas

Indice de figuras

Indice de abreviaturas

Resumen

Abstract

I. INTRODUCCION
II. MARCO TEORICO

2.1

22

22.1
222
223
224
2.2.5

Antecedentes de investigacion
Aspectos tedricos

Hongos

Micosis

Cultivos celulares y lineas celulares

Cancer

Actividad antifungica y citotoxica en plantas medicinales

III. METODOLOGIA

3.1
3.2
3.3
34
3.4.1
3.4.2
343
344
345
3.4.6
3.4.7
3.4.8

Tipo de investigacion

Disefio de investigacion

Consideraciones éticas

Diagrama de flujo del procedimiento
Seleccién de la muestra

Obtencién del extracto etandlico estabilizado
Estudios de solubilidad

Andlisis fitoquimico preliminar

Andlisis cromatogréafico

Determinacién de la actividad antifingica
Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria

Determinacion de la actividad citotoxica

Pégina
il
iii

Y

vii
viii

X



3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

Unidad de analisis

Poblacién de estudio

Muestra

Técnicas o instrumentos de recoleccion de la informacion

Procesamiento de la informacién o de datos

IV. RESULTADOS

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

Estudios de solubilidad

Andlisis fitoquimico preliminar

Andlisis cromatografico

Determinacién de la actividad antiftingica
Determinacion de la Concentracién minima inhibitoria

Determinacion de la actividad citotoxica

V. DISCUSION

VI. CONCLUSIONES
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
VII. ANEXOS

Anexo 1
Anexo 2
Anexo 3
Anexo 4
Anexo 5

Anexo 6

Anexo 7
Anexo 8
Anexo 9

Anexo 10

Anexo 11

Clasificacién Taxondmica de la especie

Imégenes de la especie Solanum hispidum Pers

Imégenes de resultados de las principales pruebas realizadas
Lecturas de absorbancia en el lector de microplacas Multiskan
Productos bioldgicos y medios de cultivo utilizados

Sustancias de referencia, solventes, reactivos, equipos e
instrumentos

Estadistica de datos para C. albicans ATCC 10231

Estadistica de datos para A. brasiliensis ATCC 16404
Estadistica de datos frente a 7. mentagrophytes ATCC 9533
Resumen del tratamiento estadistico de datos para actividad
antifingica

Célculos de la CI 50 mediante anélisis de regresion lineal

34
34
34
34
35
36
36
37
39
40
44
46
49
54
55
66
66
67
68
70
71
72

73
75
77
79

80

vi



Tabla 1

Tabla 2
Tabla 3
Tabla 4
Tabla 5
Tabla 6

Tabla 7
Tabla 8
Tabla 9
Tabla 10
Tabla 11
Tabla 12
Tabla 13

Tabla 14

Tabla 15
Tabla 16

Tabla 17

Tabla 18
Tabla 19

Tabla 20
Tabla 21
Tabla 22
Tabla 23

Indice de tablas

Algunos hongos patdgenos para el humano y enfermedades
que producen.

Caracteristicas de las principales infecciones fiingicas
Principales lineas celulares, medios de cultivo y sueros.
Principales tipos de cancer

Compuestos antifingicos descubiertos y métodos utilizados.
Distribucién de los pocillos para determinacién de CMI de los
hongos

Criterios cuantitativos para determinar la actividad antifungica
Lineas celulares usadas para evaluar actividad citotoxica
Distribucién de los pocillos para las placas HT-29

Distribucién de los pocillos para las placa H-460

Criterios cuantitativos para determinar la actividad citotoxica
Solubilidad del extracto etandlico de S. hispidum Pers.
Metabolitos presentes en el extracto etandlico de S. hispidum
Pers.

Metabolitos ausentes en el extracto etandlico estabilizado de S.
hispidum Pers.

Medida de las zonas de inhibicion de C. albicans ATCC 10231
Medida de las zonas de inhibicion de A. brasiliensis ATCC
16404.

Medida de las zonas de inhibicién de T. mentagrophytes
ATCC 9533

Resultados estadisticos para demostrar actividad antifingica
Valores de CMI del extracto etandlico de los hongos en
estudio

Absorbancias de microplaca para la linea celular HT-29
Porcentaje de supervivencia celular y CI 50 para HT-29
Absorbancias de microplaca para la linea celular H 460

Porcentaje de supervivencia celular y CI 50 para H 460

Pégina

15
15
19
29

30
30
32
33
34
36
37

38

40
41

42

43
45

47
48
49
50

vii



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15

Figura 16

Indice de figuras

Obtencién de una linea celular

Tipos y evolucién de las lineas celulares

Subcultivo en monocapa

Clasificacion de las lineas celulares

Modelo esquemitico de carcinogénesis

Diagrama de flujo del procedimiento

Cromatografia en capa delgada para esteroides
Cromatografia en capa delgada para alcaloides

Halo de inhibicién C. albicans ATCC 10231

Halo de inhibicién A. brasiliensis ATCC 16404

Halo de inhibicién T. mentagrophytes ATCC 9533

CMI para Candida albicans ATCC 10231

CMI para Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

CMI para Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533
Imégenes microscdpicas de las lineas celulares antes del
tratamiento

Imégenes microscépicas de las lineas celulares después del

tratamiento

Pégina

11
12
13
14
16
22
39
39
40
41
42
44
44
45
46

46

viil



ATCC
CMI
MTT
HT
NCI
CI50
MEM
DMEM
RPMI
OMS
CLSI
FDA
E-test
SRB
ATC
DMSO
D.O
SNC
INS
CNSP
CNCC
CIEI
UV
ADS
UEFC
MOPS
FBS
PBS
EDTA

Indice de abreviaturas
American Type Culture Collection
Concentracién Minima Inhibitoria
Methyl thiazol tetrazolium
Human Tumor
National Cancer Institute
Concentracion Inhibitoria 50
Medio Minimo Esencial de Eagle
Dulbecco MEM modificado
Roswell Park Memorial Institute
Organizacion Mundial de la Salud
Clinical & Laboratory Standards Institute
Food and Drug Administration
Epsilon Test
Sulforrodamina B
Acido tricloroacético
Dimetilsulféxido
Densidad 6ptica
Sistema Nervioso Central
Instituto Nacional de Salud
Centro Nacional de Salud Publica

Centro Nacional de Control de Calidad

Comité Institucional de Etica en Investigacién

Ultravioleta

Agar Dextrosa Saboraud
Unidades formadoras de colonias
3-morpholine-1- sulfonic acid
Fetal Bovine Serum

Phosphate Buffered Saline
Acido etilendiaminotetraacético

Molaridad (mol/L)

ix



Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antifingica y citotoxica del
extracto etandlico estabilizado de las hojas de Solanum hispidum Pers. Se realizé el
andlisis fitoquimico utilizando las reacciones de color y precipitacion, se determiné la
actividad antifingica in vitro mediante el método de difusion en placa frente a Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 y Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, posteriormente se determind la concentracién minima
inhibitoria (CMI) por el método de microdiluciéon colorimétrico y para la actividad
citotoxica se utilizé el bioensayo de reduccién del MTT (azul de tetrazolio), en lineas
celulares de céncer de colon HT-29 y cancer de pulmén NCI-460. Los metabolitos
presentes fueron los compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, esteroides, alcaloides y
saponinas; por cromatografia en capa delgada se separaron 10 alcaloides y 5 saponinas
esteroidales. La actividad antifingica se evidencié mediante zonas de inhibicién
superiores a 18 mm en todos los hongos (p valor < 0.05); las CMIs encontradas fueron
de 125 pg/mL para Candida albicans ATCC 10231 y Trichophyton mentagrophytes
ATCC 9533 y 250 ug/mL para Aspergillus brasilensis ATCC 16404. Para evaluar la
actividad citotéxica se calculé el porcentaje de supervivencia celular, la reduccién de la
supervivencia fue dosis dependiente en ambas lineas celulares, encontridndose
porcentajes de reduccion de 77,07% a 31,91% para HT-29 y de 82.85% a 34.29% para
NCI-460; los valores de CI 50 fueron 17,28 ug/mL y 22,17 ug/mL respectivamente.

Se concluye que el extracto etandlico de las hojas de Solanum hispidum Pers tiene

actividad antifiingica y citotéxica.

Palabras clave: Actividad antiftingica, actividad citotoxica, concentracion minima

inhibitoria, Solanum hispidum Pers, lineas celulares.



Abstract

The present research work had as general objetive to determine the antifungal and
cytotoxic activity of the ethanolic extract of the leaves of Solanum hispidum Pers.

The phytochemical analysis was carried out using the color and precipitation reactions,
The in vitro antifungal susceptibility was determined by the diffusion method in plate
against Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 and
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, subsequently the minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined by the colorimetric micromethod and the cytotoxic
activity was evaluated by the bioassay MTT (Mehylthiazolilyldiphenyl-tetrazolium
bromide), using colon cancer cell lines HT-29 and lung cancer NCI-460

The metabolites present were phenolic compounds, tannins, flavonoids, steroids,
alkaloids and saponins; 10 alkaloids and 5 steroidal saponins were separated by thin
layer chromatography. Antifungal activity is evidenced by clear zone with a diameter
greater than 18 mm in all fungi (p value <0.05); the MICs were 125 ug/mL for Candida
albicans ATCC 10231 and Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 and 250 pg / mL
for Aspergillus brasilensis ATCC 16404. To evaluate the cytotoxic activity, the
percentage of viability, the reduction in survival was dose dependent on both cell lines,
with reduction percentages from 77.07% to 31.91% for cell lines HT-29 and from
82.85% to 34.29% for cell lines NCI-460; IC 50 values were 17.28 ug/mL and 22.17
ug/mkL respectively.

The research work concludes that the ethanolic extract of the leaves of Solanum
hispidum Pers has antifungal and cytotoxic activity, demonstrated with the statistical t

test antifungal activity and correlation test for cytotoxic activity.

Key words: Antifungal activity, cytotoxic activity, minimal inhibitory concentration,

Solanum hispidum Pers, cell lines.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las micosis, en particular las dermatofitosis, constituyen una de las patologias cutdneas
mds frecuentes, los estudios epidemioldgicos en nuestro pais sobre la incidencia en la
poblacién general de dichos procesos son numerosos, constituyendo un problema la
resistencia, los fracasos terapéuticos, los efectos adversos y la toxicidad que existe con
el uso de antimicéticos convencionales por lo que es necesario buscar nuevas
alternativas para su tratamiento. La medicina tradicional representa una alternativa

importante pero necesita ser validado hacia la medicina convencional.

El cancer constituye un importante problema de Salud Pudblica a nivel mundial y una de
las principales causas de muerte en nuestro pais, desarrollando mayor impacto en las
poblaciones de menores recursos, los tratamientos clasicos para el cidncer son la cirugia,
las radiaciones y la quimioterapia; sin embargo desde la antigiiedad se usan las plantas
para prevenir y tratar diversos tipos de cancer, por este motivo se empiezan a evaluar
sus propiedades citotoxicas, debido a la necesidad de seguir encontrando alternativas

para el tratamiento del céncer.

En el Perd, Solanum hispidum Pers crece entre los 1800-3500 msnm, se distribuye
principalmente en Cajamarca, Huaraz, Carhuaz entre otros; el presente estudio pretende
validar el uso que le dan los pobladores de Carhuaz quienes aplican el contenido de las
bayas en forma tdpica, para el tratamiento de hongos de los pies, asimismo para
complementar la busqueda de plantas y extractos potencialmente activos en el
tratamiento del cancer y bioguiados por el género de esta especie se hace necesario una

evaluacion in vitro utilizando lineas celulares de cancer humano.

El presente estudio experimental tiene como objetivo general: Determinar la actividad
antifungica y citotoxica del extracto etandlico de las hojas de Solanum hispidum Pers. y
como objetivos especificos: Evaluar los principales compuestos fitoquimicos presentes
en el extracto etandlico estabilizado de hojas de Solanum hispidum Pers, Determinar la
actividad antifingica in vitro del extracto etandlico de hojas de Solanum hispidum Pers
y Determinar la actividad citotoxica en lineas celulares de cdncer humano del extracto

etandlico de hojas de Solanum hispidum Pers.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de investigacion

Zamilpa et all, realiz6 estudios con el extracto metandlico de las hojas de Solanum
crysotrichum y determiné sus propiedades antiftingicas in vitro para patégenos como:
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum 'y Trichophyton gypseum.
Asmimismo, anteriormente’, se demostrd que especies como Solanum americatum y
Solanum nigrescens poseen actividad fungicida y fungistdtica para dermatofitos
comunes como Epidermophyton flocossum, Thichophyton rubrum Yy Trichophytum
mentagrophytes; ademés Yamashita et al’ logré determinar la estructura de dos nuevos
glicésidos esteroidales aislados de Solanum dulcamara los cuales también demostraron
actividad antifiingica. Herrera et al* efectué un estudio clinico con una crema derivada
de Solanum crysotrichum en Tinea pedis usando como control positivo ketoconazol
crema 2 %, los estudios micoldgicos se realizaron mediante inspeccion directa y
aislamiento del patdgeno, los resultados mostraron que el grupo experimental mostré
una efectividad clinica superior 96.08 % frente al grupo control 91.67 % y mejoraron en
la inspeccion directa 78.43 % frente al grupo control 77.78%. Ademdas Dabur et al’
menciond que el extracto metandlico de Solanum xanthocarpum inhibe el crecimiento
de Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus y Aspergillus niger mediante el método de
difusién en disco y dilucién en caldo de cultivo.

Gonzalez M et al°, aportd un estudio en la especie Solanum hispidum Pers., guiados por
el antecedente de la medicina folcldrica mexicana que lo usa como antimicético, se
evalué la actividad antifiingica de saponinas esteroidales obtenidas a partir del extracto
metandlico de sus hojas, ademads se aislé una nueva saponina esteroidal la cual demostrd
también actividad antifingica en microorganismos ATCC de Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Aspergillus niger y Candida albicans, las cepas
que mostraron mayor sensibilidad fueron Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton
rubrum. Chang L, Rosabal Y & Morales J’ realizaron un estudio sobre la composicién
fitoquimica de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso de hojas y tallos de la especie
Solanum nigrum L en Cuba y encontraron varias familias de metabolitos secundarios
como alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos y saponinas. Asimismo en el afio 2015
Shivakumar & Vidyasagar® demostraron propiedades antifingicas de los extractos

metandlico y etéreo de hojas de Solanum nigrum L. para Trichophyton rubrum,



Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum y
Candida albicans, encontrando mejor actividad en el extracto metandlico.

Toro, et al’ aportd un estudio de citotoxicidad de extractos acuosos de Solanum
melongena L. (berenjena), utilizé el extracto acuoso de la cdscara y de la pulpa, en estos
estractos se encontraron valores de CI 50 entre 453 y 479 pg/mL respectivamente
usando tres lineas tumorales humanas TK-10 (adenocarcinoma renal), MCF-7
(adenocarcinoma de mama) y VACC-62 (melanoma); determinaron que las fracciones
activas posefan naturaleza alcaloidica y esteroidea, ademds se aislaron componentes
como solanina, solanésidos y alcaloides esteroidicos. Asimismo Villavicencio et al'
evalué la citotoxicidad en cultivos celulares Hela (cancer cervical) del extracto
etanolico de para especies utilizadas por la medicina tradicional mexicana para curacion
de heridas, tlceras, tumores y cancer cervical. Los extractos que tuvieron efecto
citotoxico fueron Juniperus deppeana (CI 50 = 4,63 ng/mL) y Solanum rostratum (CI
50 =127,5 pg/mL).

Patel et al'', realiz6 un estudio cuyo objetivo fue evaluar la actividad anticancerigena
del extracto metandlico de los frutos de Solanum nigrum sobre la linea celular Hela, la
citotoxicidad se evalué mediante el ensayo de SRB y el ensayo MTT, ademds concluyé
que el extracto metandlico de Solanum nigrum tiene un efecto citotéxico significativo
en la linea celular HeLLa. También se estudi6 el extracto hidroalcohdlico de frutos de
Solanum nigrum L y hojas de Cururbita pepo, estos reportaron actividad citotéxica en
lineas celulares de células cancerigenas HepG2 (hepatocarcinoma humano) y CT26
(carcinoma de colon de ratén), con una CI 50 de 56.46 pg/mL y 77.6 pg/mL para el
primer extracto y CI 50 de 132.6 pug/mL y 167.2 pug/ml para el segundo extracto
respectivamente; la CI 50 del extracto de S. nigrum fue mayor que los controles
positivos, el extracto de Taxus baccata y el cisplatino, el estudio concluyé que el
extracto de S. nigrum tiene actividad citotéxica en células cancerigenas'>. En el afio
2014 Moglad E et al'® aporté un estudio de citotoxicidad del extracto metandlico de
hojas y tallos de Solanum nigrum en lineas celulares de cancer (PC-3 de prostata y Hela
de utero) y en lineas celulares normales (3T3) fibroblastos de ratén y CC-1 hepatocitos
de rata Wistar, se obtuvo un de 74.28% y 80.49% de inhibicién del crecimiento de
lineas de Cancer PC-3 y Hela, ademds los extractos tuvieron efecto no téxico sobre
lineas celulares normales con CI 50 mayor a 100 pg/mL excepto el extracto metandlico

de hojas de con un 85.63% de inhibicién del crecimiento. Mulkherjee et al'* realizé



estudios comparativos de las actividades antiproliferaticas del extracto acuoso y extracto
metanodlico de Solanum nigrum en lineas celulares Hela y siHa infectadas con virus del
papiloma humano, el extrato metanélico mostré mayor actividad. Gallmeier M & torres
C" estudiaron el efecto antineoplésico de Solanum dulcamara BIRM sobre células de
carcinoma mamario canino, el extracto comercial de S. dulcamara se usa empiricamente
para el cincer en Chile, por ello se evaluaron sus propiedades antiproliferativa y
antiinvasiva, al realizar la evaluaciéon se demostr6 que poseen potencial efecto
citotoxico no selectivo disminuyendo la proliferacion de células tumorales y no
tumorales. En el afio 2018 Burger'® hizo un estudio de la actividad citotéxica del
extracto crudo y dos fracciones, fraccion acuosa y fraccion orginica de Solanum
aculeastrum, los extractos fueron citotoxicos para la linea celular de neuroblastoma SH-
SYS el CI 50 10.72 pg/mL para el extracto crudo y 17.21 pg/mL para el extracto
acuoso, se determinaron los alcaloides Solamargina (activo CI 50 = 15.62 pg/ml) y la

solanina (no activa).
2.2. Aspectos Tedricos
2.2.1. Hongos

Los hongos son organismos eucaridticos y heterétrofos que pertenecen al reino Fungi,
ademds pertenecen al grupo Eumycota'’. Son diversos eucariotas que engloban a las
levaduras, los mohos ademads a los productores de setas. Los hongos son ubicuos, tienen
amplia distribucidn en nuestro planeta, la mayoria son benéficos mientras que algunos
son dafiinos'®. Se estima que podrian existir hasta 1,5 millones de hongos, de los cuales
se han descrito mas de 100 000 especieslg, de éstas solo 500 causan enfermedades en
seres humanos y aproximadamente 100 tienen la capacidad de producir infecciones en
huéspedes sanos y los demds producen enfermedades en huéspedes débiles o
inmunodeprimidoszo. Los hongos son muy importantes en actividades como la
descomposicion de la materia orgénica, el ciclo de nutrientes, ademds son necesarios en

el desarrollo sostenible?!?

. Los hongos benéficos son importantes en la produccién de
metabolitos de interés en la biotecnologia y la medicina; se usan en la industria de
alimentos y bebidas en la elaboracion del pan, queso, yogurt, cerveza, vino, etc; también
en la obtencién de sustancias inmunosupresoras (ciclosporina) y antibidticos

(penicilina)***. Segtin Estrada'® para combatir estas infecciones existen inconvenientes



como la poca disponibilidad de farmacos antifiingicos asi como la resistencia que

adquieren los hongos primarios y oportunistas que lo producen.

Tabla 1. Algunos hongos patdgenos para el humano y enfermedades que producen

Hongos que atacan al hombre

Enfermedad

Epidermophyton

E. floccosum

Tifas: tifia del cuerpo, tifia del pie, tifia ungular.

Microsporum

M. canis, M. gypseum

Tifa de la cabeza, tifia del cuerpo.

Trichophyton

T. mentagrophytes, T. rubrum

Tinas: tifia del pie, tifia de la barba, tina de la

cabeza, tifia del cuerpo, tifia de la ingle.

Candida

C.albicans

Candidiasis, candidemia.

Cryptococcus

C. neoformans

Criptococosis

Paracoccidioides

P. brasiliensis

Paracoccidioidomicosis

Aspergillus

A fumigatus, A. Flavus, A. niger

Aspergilosis pulmonar, diseminada.

Histoplasma

H. capsulatum

Histoplasmosis.

Adaptado de Zacchino™.

2.2.2. Micosis

Las micosis son infecciones flingicas, los cuales de acuerdo a su ubicacién y para su

mejor estudio se clasifican en superficiales y profundas: dentro de las superficiales

tenemos las superficiales propiamente dichas (pitiriasis), la superficial cutdnea




(dermatofitosis) y la superficial mucosa (candidiasis)®; y dentro de las profundas

. . , 2 . . e 27
tenemos la micosis subcutdnea”® y la micosis sistémica”’.

Tabla 2. Caracteristicas de las principales infecciones flingicas

Micosis Tipo de Organo Géneros mas
(ubicacién) patogeno frecuentes
Superficial Primaria Piel y pelo Malassezia

Primaria Piel y ufias Thichophyton
Superficial
) Epidermophyton

(cutanea)

Microsporum
Superficial Oportunista Vagina, boca, tractos: Candida

(mucosa) digestivo, urinario.

Ojos . .

Aspergillus, fusarium

Profunda Primaria Piel (cutaneo y Coccioides
(sistémica) (Endémica) subcutaneo), Histoplasma

linfocutdneo, Organos

Blastomyces

adyacentes (huesos,

médula Ssea y  Paracoccidioides

pulmones)

Oportunista Cualquier drgano Candida
(pulmones, cérebro, Aspergillus

sangre, etc.)

Adaptado de Broks™ et al y Sanchez”™.

2.2.2.1. Micosis Superficiales
Pitiriasis
La pitiriasis es una infeccion superficial producida por hongos del género Malazzesia,

. . 28 e . ..
antes denominados pityrosporum™ . Los hongos del género malazzesia se clasifican en



lipofilicas como M. slooffiae, M. obtusa, M. furfur, M. sympodialis y M. globosa, etc. y

no lipofilicas como M. pachydermatis.

Son saprofitas que ocupan la superficie de la epidermis, gldndulas cebaceas y foliculos
pilosos, estos pueden afectar la epidermis interfiriendo en la sintesis de la melanina, al
parecer el hongo biosintetiza una enzima o también componentes toxicos que destruyen
las células productoras de los pigmentoszg. La pitiriasis versicolor es una infeccién
superficial poco grave que por lo general no presenta sintomas y no es contagiosa; los
factores que favorecen al desarrollo de esta enfermedad son el calor, la humedad, la
hiperhidrosis, cierto tipo de piel grasosa y la utilizacién de aceites en forma tépica. Los

. . . . . 2
huéspedes inmunocomprometidos desarrollan mayores complicaciones™".
Dermatofitosis

La dermatofitosis es una infeccion superficial de la piel causada por dermatofitos™. Los
dermatofitos agrupan a los hongos filamentosos, pluricelulares, taxondmicamente
relacionados que son capaces de adaptarse a diversos ambientes, estos parasitan las
estructuras queratinizadas, por ello se les denomina queratinofilicos; y producen

. . . - . 18,29
infecciones cutédneas, del pelo y de las ufias en seres humanos y en animales ™.

Los dermatofitos se encuentran divididos en cuatro géneros y varias especies como son:
Trichophyton, los cuales producen tricofitias y parasitan la piel, pelo y ufias como T.
mentagrophytes y T. rubrum; Microsporum los cuales parasitan piel lampia y pelos
como M. cannis; Epidermophyton que afectan la piel, a veces las ufias pero es incapaz

de parasitar el pelo, la unica especie es E. floccosum; y Keratinomyces (K. ajelloi )18,

La dermatofitosis se presenta con diversos sintomas que incluyen lesiones leves que
pueden evidenciar inflamaciones o supuraciones intensas, conocidas también como
tineas o tifas y por lo general adquieren su denominacion de acuerdo a su localizacién
como tinea pedis (pies), cuyo agente causal principal es Trichophyton rubrum y es el
agente causal principal de la infeccion mds comun por dermatofitos, tinea unguium
(ufas), cuyos causantes principales son Trichophyton mentagrophytes 'y

1829 '1os dermatofitos afectan entre 15 — 20% de la poblacion

Epidermophyton floccosum
peruana siendo el grupo etareo mas afectado el de 16 a 30 afios, la dermatofitosis
crénicas més frecuente son causadas por T. rubrum y T.mentagrophytes™ =% Los

dermatofitos causan infecciones fingicas en personas sanas e inmunocomprometidas®>.



Candidiasis superficiales

La candidiasis superficial es una infeccién de las mucosas causada por hongos del
género Candida, las que producen enfermedad son Candida albicans y Candida no
albicans dentro de éste grupo estdn C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei
entre otros®*; C. albicans causa mds del 90% de las infecciones fingicas™?, es un

hongo levaduriforme, predominantemente unicelular; existen varias manifestaciones:

Candidiasis intertriginosa afecta principalmente los pliegues cutdneos (axilas, ingle,
mamas, gliteo, etc) y los espacios interdigitales; los factores que predisponen para la
candidiasis son la falta de higiene, presencia de humedad y la temperatura local ademés
de ciertas enfermedades preexistentes como obesidad, diabetes o inmunoldgicas. Las
lesiones que se evidencian son placas eritematosas, vesiculas o pustulas con

. . . . 28,35
descamacion alrededor del eritema asociados a prurito en las zonas afectadas™ .

Candidiasis oral también llamada muguet, afecta la zona orofaringea, debido al
sobrecrecimiento de cepas de la flora oportunista asociados a factores que lo favorecen
como el uso de corticoides y antibidticos; la infeccion tiene un inicio asintomaético,
posteriormente se experimenta ardor o dolor, llegando a dificultar la ingestion oral. Es
tipica la presencia de placas blanquecinas en el paladar, la mucosa de las mejillas, la

lengua, los labios, etc®,

Candidiasis genital, afecta a nivel de la mucosa no queratinizada genital, la vagina y el
glande, presenta sintomas poco especificos que consisten en ardor, sensacion de

o . . o 28
picazon, flujo vaginal y disurea™.

En el Perd las dermatomicosis crénicas mds frecuentes son causadas por el género
Trichophyton 42.6%, seguidode C. albicans 15.3% y C. no albicans 11.8%; continuan

malazzesia spp 9.1% y las infecciones mixtas 7.2% ">

2.2.2.2. Micosis profundas
Micosis subcutanea

La micosis subcutdnea es una infeccion de la hipodermis causada por hongos que
ingresan a través de una lesion penetrante en la piel. Entre las que producen enfermedad
se encuentran esporotricosis, eumicetomas, cromomicosis, lobomicosis 'y
rinosporidiosis. La esporotricosis se produce cuando el hongo Sporothrix schenckii

ingresa al organismo mediante una lesiéon con algin material contaminado o por

8



inhalaciéon con sus esporas, manifestando lesiones granulomatosas, nodulares o
ulceraciones en la dermis e hipodermis. El eumicetoma se produce cuando hongos
Eumycetos infectan el tejido subcutdneo causando lesiones granulomatosas crdnicas,
incremento del volumen de la hipodermis, incluso afectan el tejido muscular y los
huesos produciendo nédulos firmes con fibrosis y deformaciones en la zona afectada,
afectan generalmente las extremidades inferiores a nivel del pie. La cromomicosis se

, .. . . 26
presenta con sintomas similares a la esporotricosis™ .

En el Peru esporotricosis es endémico principalmente en Abancay, seguido de
Cajamarca, Ayacucho, Cuzco y Otuzco (La Libertad); el grupo etdareo mds afectado son
los menores de 14 afios® y la forma mds frecuente de diseminacién es la cutdneo-

. o, 37 . . . . . 36
linfatica™. Contindan en frecuencia las cromomicosis y micetomas™ .

Micosis sistémica

Es una infeccién fingica de los érganos internos que se inicia en sitios profundos,
adquirida via cutdneo-linfo-hemdtica o inhalatoria afectando principalmente los
pulmones y el tracto gastrointestinal incluso pueden generalizarse. La micosis sistémica
se agrupa en dos dependiendo de la capacidad infectiva del hongo: Micosis sistémica

L . . . . .o, . 2
por hongo verdadero (patégeno primario) y micosis sistémica oportunista®’.

La micosis sistémica por hongo verdadero es producida por organismos que tienen la
capacidad de infectar a huéspedes inmunocompetentes, se presentan con sintomas
generales como fiebre, dolor, inflamacién de los ganglios y dolor toricico, se adquieren
principalmente por via inhalatoria. Las micosis sistémicas producidas por hongos
verdaderos son: Paracoccidioidomicosis, histoplasmosis, coccidioidomicosis y
blastomicosis. La paraccoccidiomicosis afecta s6lo a América Latina®®, es causado por
Paraccoccidioides brasiliensis y en el Pert se presenta en las regiones tropicales de la

36
Selva Peruana™.

Las micosis sistémicas oportunistas afectan a pacientes inmunocomprometidos (SIDA,
enfermedades malignas, enfermedades neutropénicas, intervenidos con cirugias
extensas o transplantes de 6rganos); son producidas por hongos saprofiticos que causan
enfermedades como las candidiasis, las aspergiliosis, las criptococosis y las
. . . C . 27 C g - e . . . P
zigomicosis sistémicas”’. La candidiasis sistémica ingresa al torrente sanguineo a través
. . . 13 . .
del tracto gastrointestinal y la piel ‘ La aspergilosis generalmente afecta el aparato
respiratorio, el aspergillus es ubicuo y pocos pueden causar enfermedades graves

9



cuando las personas inmunocomprometidas, enfermedad pulmonar subyacente o asma
inhalan sus esporas fﬁngicas”, la aspergilosis invasiva es causada mayormente por A.

Sfumigatus, A. flavus y A. terreus™.

En el Perd se estima que candidiasis, incluyendo candidiasis vulvovaginal, oral,
esofdgica y candidemia; ademds aspergillosis, incluyendo aspergilosis croénica
pulmonar, invasiva y broncopulmonar alérgica, son las infecciones fungicas mas
frecuentes afectando al 1.9% de la poblacién®! y las micosis profundas que afectan son
Esporotricosis (38%), paraccoccidiomicosis (34%), eumicetomas (13%), cromomicosis

(5%), histoplasmosis (4%), criptococosis (4%), lobomicosis (1%)41.

A nivel mundial las enfermedades flngicas causan muertes entre 1,5 a 2 millones de
personas al afio siendo los principales afectados los inmunocomprometidos con
infecciones como candidiasis, aspergilosis invasiva, meningitis criptococdcica, seguidos

de histoplasmosis diseminada y neumonia por neumocistis*.
2.2.3. Cultivos Celulares y lineas celulares

El uso de la técnica de cultivos celulares comenz6 con Harrison (1907) y A. Carrel
(1912)43; sin embargo Earle (1948) alcanzé obtener la linea celular L, primera linea
celular de mamiferos (ratén) y Gry (1952) logré cultivar la linea celular HeLa, primera
linea celular derivada de un tumor humano (céncer cervical); y hasta finales del siglo
pasado existian en el mundo 50 laboratorios que lo utilizaban™, sin embargo su uso se
ha incrementado por varios motivos: reduce considerablemente el uso de animales de
experimentacion, se manipulan facilmente en condiciones adecuadas, se trabaja con
muestra homogénea, es posible trabajar en pequeiia, mediana y a gran escala; resulta
econdmico en investigaciéon de farmacos, las lineas celulares pueden mantenerse o
preservarse por largos periodos mediante la criocongelacion y se encuentran disponibles
numerosas lineas celulares debidamente caracterizados en bancos internacionales®. El
desarrollo de la biotecnologia y la biologia molecular hacen posible obtener células de
todo origen para realizar diversos estudios con gran potencial e impacto®,
especialmente para probar medicamentos nuevos y para investigaci(’)n47. El cultivo
celular se define como una serie de procesos que permiten preservar las células in
vitro*®, conservando al maximo sus propiedades fisiolgicas, bioquimicas y genéticas®.
La linea celular de cultivo se define como células obtenidas a partir de un cultivo o

explante primario que se ha adaptado para crecer continuamente en el laboratorio y que
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tiene multiples usos, se usa en investigacion (investigacion del cdncer), en virologia,

ingenieria de proteinas,

inmunologia (produccién de vacunas

y anticuerpos

monoclonales), estudios de interaccién y sefializacion celular, en la diferenciacién y el

desarrollo, en

toxicologia

(citotoxicidad,
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Figura 1. Obtencién de una linea celular a partir de cultivo primario y del aislamiento

de tejidos™.

Tipos de cultivos celulares

Cultivos Primarios: Cultivo de células, tejidos u 6rganos tomados directamente del

organismo y puestos a crecer en un medio artificial ? estas son poblaciones con tiempo

. ., 4 . e . .
de duplicacién lento®, con este cultivo se inicia un conjunto de procesos selectivos que

. , . 4
finalmente dan lugar a una linea celular uniforme®.

Linea Celular: Cultivo de células uniformes con gran capacidad de multiplicarse in

vitro, obtenido desde el primer pasaje de un cultivo primario y que mantiene las

caracteristicas propias del tejido o tumor de origen4
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Linea celular primaria: Son poblaciones de células que se duplican en forma répida y

L. . . 4
Optima, se clasifica en dos tipos 3

o Linea celular continua: Linea celular que puede ser subcultivada in vitro

indefinidamente (>70 subcultivos).

o Linea celular finita: Linea celular que tiene un nimero definido de posibles

subcultivos (alrededor de 50).

Linea celular secundaria: Son células con signos de deterioro, presentan tiempos de

duplicacién lentos, los cuales derivan en transformacion, senescencia y muerte.

10° A Transformacion
Cultivo
e LPIMAMNO | ineg celular finita | ”
\ 7\ 7

= 4
Linea cel.

. : continu
Primer subcultivo .

Segundo
subcultivo

g
T

Senescencia

wt |

Numero acumulativo de células

3

108 L = L : . 1
2 . L & 0 72 " 100

°
Explante Semanas en cultivo

Figura 2. Tipos y evolucién de las lineas celulares™.

Curva de crecimiento de los cultivos celulares™

La curva de crecimiento de los cultivos celulares después de la siembra en un sustrato,

se divide en cuatro fases con periodos de duracién distintos;

e Fase de Latencia: Las células del cultivo no aumentan, incluso pueden reducirse
debido a que se estdn restableciendo del shock propio del subcultivo, restaurando
dafios, reponiendo elementos perdidos con la tripsinizacion como el glicocalix hasta
lograr adhesion al sustrato.

e Fase logaritmica o de Crecimiento exponencial: El nimero de células aumenta,
incrementidndose de manera Optima, dependiendo del nimero de células y la
velocidad de crecimiento se duplican en promedio cada 24 horas, en esta fase se

determina el tiempo de duplicacion de la poblacion celular.
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e Fase estacionaria o de confluencia: Las células del cultivo se saturan y dejan de
dividirse, el sistema permanece viable pero estable; la inhibicién es por contacto en
monocapa y en suspension es por consumo del medio.

e Fase de decaimiento o muerte: Las células entran en una fase de senescencia que

termina con la muerte celular, cuando el cultivo se extiende por demasiado tiempo.

Proceso de cultivo de las lineas celulares

Monocapa

Incubar 37°C por 7 dias confluente

Remover medio y lavar
Propagacion de células con buffer fosfato (con
Q. osinEDTA)
| I I’ -l

Incubar 37°C

| l p %4 Agregar tripsina

Resembrar J»
células £
.\‘\ /

N <L
y Remover tripsina

Incubar 37°C por 10 min

Resuspender células
en medio y contar

Células redondas

Figura 3. Subcultivo en monocapa: Etapas del ciclo de subcultivo y crecimiento de
células monocapa después de la tripsinizacién48.

Para cada prueba, se debe trazar previamente una curva de crecimiento celular en cada
sustrato, de modo que se pueda determinar el periodo de retraso, el tiempo de
duplicacién y la densidad de saturacion (densidad celular en la meseta); un retraso
prolongado implica que el cultivo debe adaptarse al sustrato; son preferibles tiempos de
duplicacién cortos cuando se desea optimizar el nimero de células, la densidad de
saturacion y los costos; el rendimiento de la curva de crecimiento puede realizarse de
manera simplificada mediante el uso de placas multipocillo y un criterio de valoracién

s 51,52
cromogénico como el ensayo MTT

, alternativamente el monitoreo continuo in situ
mediante andlisis de imdgenes permite un andlisis rdpido de las curvas de crecimiento

sin la necesidad de muestrear y contar >
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Clasificacion de las lineas celulares

Segun el tipo de crecimiento celular Segiin la morfologia celular
( En monocapa ) (" Células adherentes )
Las células crecen y se dividen Tiplf)f logd fibrob%éstica,
en un sustrato formando una sola moriologia  iregular 0
fusiforme

capa celular.

-Estacionario: Adhesion en el fondo del Tlpp epltehal, morfologla
envase ,sin necesidad de agitarlo. @ohgonal (agrupadas) )

-Rotatorio: Adhesién a la superficie del

Ewase, necesita agitarlo. ) < N
Células no adherentes
f En suspensién Tipo redondas (células

suspendidas)

Las células crecen y se
reproducen en un sustrato sin \. J
Ladherirse a ningun sustrato

Figura 4. Clasificacion de las lineas celulares, adaptado5 053,

Factores que influyen en el desarrollo de lineas celulares

Los principales factores son la naturaleza del sustrato, las condiciones fisicoquimicas
del medio de cultivo y las condiciones de incubacién®">.

Naturaleza del sustrato: La capacidad de las células de adherirse al sustrato depende de
las propiedades fisicas del envase (vidrio, plastico desechable, microsoportes) y del
medio de crecimiento, el aislamiento y la propagacion de células; una linea celular
especifica puede requerir un medio selectivo sin suero mientras que las células
cultivadas para la formacién de productos, como huéspedes para la propagacién viral o
para estudios moleculares, se basan principalmente en el MEM de Eagle, el DMEM que
contiene mayor cantidad de aminodcidos y vitaminas, o el RPMI 1640 que esta
suplementado con selenio, insulina y transferrina; suplementados con suero.

Las condiciones fisicoquimicas y de incubacién que influyen son: PH (> 7.4), %CO2
(5%), Bicarbonatos, buffers, osmolaridad, temperatura (37 °C), viscosidad, la tension
superficial y la presencia de espuma, factores adicionales son el balance de sales,
proteinas, lipidos, nutrientes, sueros (suero fetal bovino), los suplementos orgénicos
(aminodcidos, vitaminas, glucosa, hormonas y factores de crecimiento), suplementos

inorgdnicos (minerales, sales y cofactores) asi como de los inhibidores (antibiéticos); el
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suero de ternera y suero fetal bovino contiene hormonas, factores de crecimiento y otros

. . 4
involucrados en el transporte de nutrientes .

Tabla 3. Principales lineas celulares, medios de cultivo y sueros

Lineas celulares Medio de cultivo Suero
3T3 MEM, DMEM Suero de ternera
Fibroblastos Eagle’s MEM Suero de ternera

Linea celular continua

Tumores Humanos

Eagle’s MEM, DMEM Suero de ternera

DMEM/F12, L15, RPMI 1640 Suero fetal bovino

Adaptado de Freshney*.

2.2.4. Cancer

Es una enfermedad en la que aparecen células anormales que se multiplican de manera

descontrolada,

invadiendo y destruyendo tejidos circundantes; muchas células

. . . . e e 4
cancerosas se diseminan mediante el sistema hemolinfatico®’.

Tabla 4. Principales tipos de cancer

Denominaciéon | Iniciacion Lugar que afecta

Carcinomas Células epiteliales Epitelio externo e interno de
organos del cuerpo.

Sarcomas Células 6seas, musculares, | Huesos, tendones, articulaciones y

condrocitos, adipocitos. musculos

Leucemias Células sanguineas Médula 6sea

Linfomas Células inmunitarias Sistema inmunitario y sistema
linfatico

Mielomas Células plasmadticas Sistema inmunitario

Céncer del SNC | Células nerviosas Tejido encefalico y medula espinal

Adaptado®”*.
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El céncer de colon se presenta en los tejidos del intestino grueso, la mayoria se
presentan como adenocarcinoma, cdncer cuyo inicio se da en las células de la mucosa
(productoras de moco ademas de otros liquidos). El cancer de pulmén se presenta como
carcinoma, debido a que se inicia en los tejidos del pulmén generalmente en las células
que recubren las vias respiratorias; existen dos formas de presentacion principales,
cancer de pulmon de células pequenas y cancer de pulmon de células no pequeiias; estos

tipos de cdncer se diagnostican con base en el aspecto que tengan las células bajo un

. . 47,55
microscopio .
INICIACION PROMOCION CONVERSION PROGRESION
Cambio Expansion Cambio Cambio
genético clonal genético genético
| | | @
O
‘ ©
Célula normal
Lesion preneoplastica Lesion maligna
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Qfl:::gfs ::matma‘:ldnd' » METASTASIS
Radiacion Na((: ores endocrinos
Virus utricion

Figura 5. Modelo esquemético de carcinogénesis’®.

Las células cancerosas son las fundadoras de la enfermedad, que inician y dirigen el
avance de la progresion del tumor, portando una serie de mutaciones, existe una
subclase de células neoplasicas del tumor conocidas como células madre cancerosas,
éstas células poseen caracteristicas y marcadores propios de las lineas celulares

normales y aparecen particularmente en los carcinomas” .

En Lima metropolitana, en el afio 1994 afectaban principalmente el cancer gastrico,
cancer de mama, cuello uterino, pulmoén, préstata e higado; en el afo 2016 de acuerdo al
sexo la distribucién del céncer era del 56,3% para mujeres y 43,7% para varones’';
datos mads actuales sefialan que cada ano se diagnostican 66 000 nuevos casos de cancer
en el Perd y fallecen 32 000”, para el afio 2018 la primera causa de muerte en el Perd
fue el cdncer, dentro de los mds frecuentes tenemos en mujeres cdncer mamario (19%),
cervical (11%) y géstrico (7%) y en varones cancer prostatico (25%), gastrico (10%) y
colorrectal (7%); y dentro de las mds mortales tenemos cancer gastrico (13,9%),

pulmonar (8,6%) y de prostatico (8,2%), se consideran factores de riesgo la estructura
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etdarea poblacional, estilos de vida sedentarios, dieta no saludable, entre otros®®. En el
afio 2019 la mortalidad mdas elevada fue para cincer de prostata, estbmago, mama,
colorrectal y cérvix, ademds un estudio por regiones sefiala que en la sierra afecta
principalmente el cdncer géstrico, en la selva el cdncer cérvico uterino y en la costa

central y sur el céncer de pulmén™.

2.2.5. Actividad antifiingica y citotéxica en plantas medicinales

Desde la antigiiedad se hace uso de las plantas para el tratamiento de enfermedades® %,

La OMS® define las plantas medicinales como aquellas que en uno o mds Organos
(hoja, flor, tallo, raiz, fruto, etc) contienen sustancias que pueden ser utilizadas con fines
terapéuticos o que son precursores en la obtenciéon de medicamentos y define droga
vegetal como parte de la planta medicinal en la que se concentra la mayor cantidad de
componentes activos; El uso de plantas y sus extractos ha permitido el descubrimiento
del 74% de sustancias quimicas vegetales que se usan como farmacos en la
actualidad®®. Los compuestos obtenidos de las plantas con mayor actividad son:
terpenos, compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, saponinas, etc®®.

Las familias mas citadas por su actividad antiftingica in vitro son Famiaceae, Fabaceae,

Asteraceae y Solanaceae®”’

; mientras que los metabolitos mds citados por su actividad
antifingica son compuestos fenélicos 47%, terpenoides 20% y alcaloides 11%°®. Los
metabolitos mds citados por su actividad citotéxica son los compuestos fendlicos,
terpenoides, acetogeninas y alcaloides®, estos se encuentran en familias como
Malvaceae y Asteraceae’’, especificamente las familias Lythraceae y Asteraceae para

cancer de colon, pulmén y préstata revelando compuestos fendlicos, taninos

hidrolizables, antocianinas, flavonoides y terpenoides’".
2.2.5.1. Determinacion de la actividad antifingica

Para detectar agentes antifiingicos in vitro se usan diferentes tipos de ensayos que
dependen del medio de cultivo a emplear, el antibidtico o extracto a cuantificar y la cepa
fingica a probar; es asi que se dispone de ensayos ttiles para determinar la CMI o
concentracion minima inhibitoria que consiste en determinar la concentracién minima
de antimicrobiano capaz de impedir el crecimiento de un microorganismo en las

condiciones establecidas’>">.
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Métodos de difusion: En esta técnica, el extracto de la planta o compuesto a probar
contenido en un reservorio (discos de papel, agujeros en el medio de cultivo o cilindros
sobre su superficie), se pone en contacto con un medio sélido (p.e. agar), inoculado con
un hongo determinado. Luego de un tiempo adecuado de incubacién, se mide el
didmetro o el radio de la zona clara (donde no hubo crecimiento). La informacién que
brinda es cualitativa, util para establecer la sensibilidad del microorganismo, también
nos permite establecer una comparacion con una sustancia control. El método presenta

. . . 2472
problemas con sustancias que no difundan en el medio™""".

Métodos de dilucion: En este tipo de métodos, una cantidad fija de muestra a ser
probada es mezclada homogéneamente con un medio conveniente (p.e. agar, caldo, etc).
Usualmente se hacen diluciones de la muestra original a cada una de las cuales se
inoculan con el hongo a probar y se determina la CMI, tiene la ventaja de ser
cuantitativo y puede ser usado tanto con muestras solubles e insolubles con agua24’72’74.
En este grupo se incluye el método de macrodiluciéon en caldo y el método de
microdilucién en caldo, para este tltimo se dispone de los estdndares CLSI, con la cual
se puede evaluar la susceptibilidad antifingica ademds son muy ttiles para medir la
CMI, el método M-27-A2 CLSI” para levaduras y Candida sp, el método M38-A

CLSI’® para dermatofitos y hongos filamentosos como Aspergillus sp y el método M44-

A Difusién en disco’ .

Métodos bioautograficos: Es un médodo de mucha utilidad para la localizacién de
compuestos antifiingicos en un cromatograma de un extracto complejo, esto permite el
aislamiento bioguiado de los compuestos activos; una de las técnicas es la bioautografia
por inmersion, en la cual un medio de agar inoculado es aplicado sobre la placa
cromatogréfica en la que ha corrido el extracto. Los compuestos deben pasar al agar por

. ., e e ., . . .. 124
difusion y las zonas de inhibicidn son visualizadas con un colorante vital™.

Métodos comerciales: Tenemos a los métodos aprobados por la FDA como Epsilon
test, dilucién en agar o E-Test’®, que es una expansioén de la técnica de difusién en disco
y consiste en la inoculacién de un hongo en la superficie del agar en la que se incorpora
en discos un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15 diluciones’;
Sensitre® Yeast one que consiste en microdiluciéon utilizando azul de alamar como
indicador colorimétrico de oxidacion-reduccion y Vitek 2®, método automatizado para

determinar la CMI por lectura espectrofotométrica, muy usado en levaduras’®.
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Tabla 5. Compuestos antifiingicos descubiertos y métodos utilizados

Tipo de compuesto Fuente natural Método utilizado
Alcaloides Liriodendrum tulipifera Difusién
Biflavonas Cupressocyparis leylandii Dilucién
Antraquinonas Morinda lucida Bioautografia
Triterpenoides Terminalia bellerica Difusién + diluciéon

Lantana indica Dilucién
Saponinas esteroidales Solanum nigrescens Dilucion

Trillium grandiflorum Difusién + dilucién
Adaptado de Zacchino™

2.2.5.2. Determinacion de la actividad citotoxica

Para evaluar la actividad citotdxica existen bioensayos in vitro, mediante el uso de las
lineas celulares’’. Estos ensayos son muy usados para determinar citotoxicidad de
agentes quimicos y drogas ademads permite la deteccion de cambios celulares tempranos
que podrian ser inadvertidos in vivo®®. La citotoxicidad celular se define como una
alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a que se produzca un dafio que
puede ser detectado™ y la evaluacién de la citotoxicidad en un ambiente controlado
hace posible detectar cambios en la funcidn celular como alteracién de la permeabilidad
de la membrana celular, de la division celular, de la biosintesis proteica, hormonal o
enzimatica, el metabolismo energético, ademés las transformaciones celulares, las
alteraciones y mutaciones genéticas asi como cuantificar la supervivencia celular®®. Se

emplean dos tipos de ensayos:

Los ensayos que miden la integridad de la membrana: se basa en la exclusion celular
con el uso de colorantes como el rojo neutro (las células viables tienen la capacidad de
retencion del colorante)gl, Azul de kenacid (las células viables retienen el
colorante)®*®; violeta de genciana y azul de tripano (tifien las células muertas debido a

. ( .83
que el colorante no puede atravesar la membrana selectiva de la célula viva)™. Para
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células cancerigenas son ampliamente usadas la eosina que tifie de color rosa anaranjado
el citoplasma, pared celular, coldgeno, tejido conjuntivo y otras estructuras de células
vivas y la hematoxifilina que tifie de color violeta azulado intenso los ribosomas,

. © 14T
cromatina y estructuras del nucleo™ .

Los ensayos que miden la actividad metabdlica celular: se basa en la medicion de
productos de la actividad metabdlica celular con el uso de colorantes indicadores de
viabilidad celular, el proceso incluye los siguientes pasos: primero lograr el desarrollo
celular en un medio de cultivo, segundo enfrentar las células viables obtenidas con una
concentracion conocida del compuesto a evaluar, tercero incubarlas durante un tiempo y

temperatura adecuados y por ultimo usar un colorante redox para medir la citotoxicidad.

El bioensayo de citotoxicidad por sulforrodamina consiste en el uso sulforrodamina B
(SRB), colorante aniénico que se une electrostiticamente a proteinas anidnicas de
células cancerosas que han sido previamente precipitadas con &4cido tricloroacético
(ATC) y posterior lectura de absorbancia a 450 nm 6 515 nm en microplacas®’. La
densidad Optica es directamente proporcional al crecimiento celular e inversamente
proporcional al grado de citotoxicidad en la célula®®. El bioensayo MTT, consiste en el
uso de las sales de tetrazolio y se basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), en las mitocondrias de las células
viables se reduce a formazan y este complejo MTT-formazan producido se puede
determinar espectrofotométricamente una vez que el MTT-formazan se haya disuelto en
un disolvente adecuado DMSO dimetilsulféxido. La capacidad de las células para
reducir el MTT constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias y su
actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad celular*®”’ 1; es
ampliamente usado en el tamizaje de drogas cancerl’genassz. El bioensayo de

resazurina®>%

o azul de alamar permite determinar la citotoxicidad de diferentes
compuestos de manera no destructiva debido a que son colorantes no toxicos para las
células y se basan en la deteccién de la viabilidad mediante el uso de la glucosa 6
fosfato deshidrogenasa, las células viables reducen la resazurina a resorufina y
dihidroresorufina, estos compuestos son detectables mediante medicion de fluorescencia
y absorbancia respectivamente. Las células no viables perdieron su capacidad
metabodlica y no podran reducir al colorante. Las células muertas no tienen capacidad

41 -, 83
metabolica y no reducirén al colorante™.
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2.2.5.3. Solanum hispidum. Pers

Esta especie es de la familia Solanaceae, las cuales son plantas herbéceas o lefiosas con
las hojas alternas, simples y sin estipulas; son dicotiledéneas con alrededor de 98
géneros ademds 2700 especies, mega diversos en hdbitat, morfologia y ecologia. La
familia es cosmopolita, distribuyéndose por toda la tierra con la excepcion de la
Antértida. América del Sur y América Central albergan la mayor diversidad de sus
especies®. La familia Solanaceae es una de las mds ricas en especies en la flora
peruana87. El género Solanum, mayoritario de las Solanaceae, con aproximadamente
1400 especies, siendo en América del sur endémico y mega diverso®. En el Pert para el
género Solanum L. existe un listado de 276 especies (253 nativas y 23 introducidas), el
pico de mayor diversidad se observa entre 2500 y 3000 msnm, sin embargo la mayor
diversidad de especies endémicas se encuentran entre 3000 y 3500 msnm, Cajamarca
(Cajamarca) tiene el mayor nimero de especies endémicas, seguido de Huaraz y
Carhuaz (Ancash): y Canta y huarochiri (Lima). Solanum hispidum Pers es endémica®,
tiene un altura entre 1,5 a 2,5 metros, de copa redonda, posee espinas en su tallo, las
hojas son aterciopeladas, grandes y ovaladas con presencia de espinas en el haz y envés,
las flores son hermafroditas lilas o tonos azulados, los frutos consisten en bayas verdes
y son amarillos en la madurez, contienen semillas aplanadas de 1,5 mm
aproximadamente, esta especie es nativa de Sudamérica (Perd, Colombia, Ecuador y
Bolivia), de México y Guatemala™.

Clasificacion Taxonémica

Division: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: ASTERIDAE

ORDEN: SOLANALES

FAMILIA: SOLANACEAE

GENERO: Solanum

Especie: Solanum hispidum Pers.

Nombre vulgar: Nahui pashta

Determinado por Mg. Asuncion Alipio Cano Echevarria y Blgo. Pail Gonzales Arce.
En abril del 2017 Una porcion de la parte aérea se conservé para su identificacion en el

Herbario de la UNMSM donde se conserva un boletin.
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CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacion
El presente trabajo de investigacion es experimental, prospectivo y de causalidad.

3.2. Diseiio de investigacion
Disefio con pos prueba tnicamente y grupo control
3.3. Consideraciones éticas

En el presente trabajo de investigacion no existen problemas éticos ni morales debido a
que se cumplieron con los criterios establecidos por el disefio de investigacion de la
UNMSM vy del CIEI - INS; de manera similar se respetd la autoria de la informacién

bibliogréfica haciendo referencia a los autores con sus respectivos datos.

3.4. Diagrama de flujo del procedimiento

Hojas
Solubilidad

coleccion Fitoquimica
Placa 1 preliminar

Analisis

Secado cromatografico

‘ Extracto Actividad antifingica
Maceracion etanodlico (difusion)

estabilizado Placa 2

CMI (microdilucion
colorimétrico)

Actividad citotoxica

Placa 3 (MTT)

Figura 6. Diagrama de flujo del procedimiento.
3.4.1. Seleccion de la muestra

Se colectaron las partes aéreas de varios individuos distribuidos al azar, se
seleccionaron las hojas procurando que todas correspondan a la misma etapa fenoldgica,
que sean de similar tamafio y no se encuentren deterioradas’’. La seleccién de las hojas

sanas se realizé de manera cuidadosa utilizando una tijera, en agosto del 2020, se realiz6
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el traslado en caja de cartén separadas con papel kraft para asegurar su integridad y
evitar dafios, en el laboratorio de fisicoquimica del Centro Nacional de Control de
Calidad - INS las hojas se lavaron para eliminar el exceso de tierra y particulas extrafias

. 91
que pudieran presentar .

Se procedi6 al secado extendiéndolas en papel kraft sobre una mesa por 7 dias,
realizando el cambio de papel kraft todos los dias, se completé el secado a 40°C en
estufa de aire circulante marca MEMMERT por un periodo de 5 dias, finalmente se
triturd y se realizé la molienda de las hojas secas, las cuales fueron reducidas a polvo
fino en un molino de cuchillas. El polvo asi obtenido fue almacenado en porciones de
100 g aprox. en bolsas de pldstico con cierre hermético conservdndolo en un desecador

. . J ., 91
a temperatura ambiente hasta su posterior utilizacion™ .

3.4.2. Obtencion del extracto etanélico estabilizado.

Se procedié a pesar 100 g de polvo fino, se adicionaron 900 mL de etanol al 90% y se
maceré en frasco de vidrio &mbar a temperatura ambiente con agitacién durante 7 dias.
El extracto obtenido fue filtrado con una gasa, luego a través papel de filtro rdpido
(Whatman), posteriormente se evaporo a presion reducida en un rotaevaporador Buchi a
40 °C y 60 rpm para extraer el etanol y preservar la potencial actividad en el extracto
etandlico estabilizado’"*?. Se logr6 obtener 15,06 g de extracto seco estabilizado,
rendimiento 15,06%, los cuales se distribuyeron en 3 placas Petri de vidrio y para su
conservacion se guardaron a temperatura ambiente en un desecador, al momento de
realizar las pruebas fueron retomados para los andlisis, la primera placa se us6 para los
estudios de solubilidad, evaluacidén fitoquimica preliminar y andlisis cromatografico, la
segunda se usé para determinar la actividad antifingica y concentracién minima

inhibitoria y la tercera placa se us6 para determinar la actividad citotxica.
3.4.3. Estudios de solubilidad

En una bateria de tubos de ensayo adecuadamente rotulados con los nombres de los
solventes de diferente polaridad, se pesaron 20 mg de extracto etandlico estabilizado de
Solanum hispidum Pers y se le agregd 1 mL del solvente indicado (agua destilada,
etanol, metanol, acetato de etilo, cloroformo, éter dietilico y n-hexano), se agitd cada

tubo y se procedié a observar los resultados por un maximo de 10 min”**.

23



3.4.4. Analisis fitoquimico preliminar

Para el andlisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico estabilizado de Solanum
hispidum Pers, se realizaron las pruebas de color y precipitacién con la finalidad de

. . . .. . . 94,95,96
determinar la presencia o ausencia de los principales metabolitos secundarios.

Los metabolitos presentes se identificaron siguiendo la marcha fitoquimica propuesta
por Lock™, empleando pruebas de tricloruro férrico para compuestos fendlicos, gelatina
cloruro de sodio para taninos, Shinoda para flavonoides’**, la presencia de flavonoides
fue confimada por Pews y vapores de amoniaco’®; Liebermann-Burchard®*®, écido
tricloroacético, Rosenthaler y Salkowski para diferenciar triterpenoides y esteroides’®;
Borntranger para naftaquinonas, antronas y antraquinonas, Kedde para cardendlidos,
Rosenheim para leucoantocianidinas; Dragendorf, Mayer, Bouchardat, Sonneschein
para alcaloides”™, prueba de espuma para saponinas, prueba de hidroxilamina para
cumarinas, prueba de Erlich para alcaloides ind6licos y prueba de Bajlet para lactonas y

sesquiterpenlactonas’ 2%

3.4.5. Analisis cromatografico

El andlisis cromatografico se realiz6 por cromatografia en capa delgada para confirmar
la presencia de esteroides y alcaloides en el extracto etandlico estabilizado de Solanum
hispidum Pers. Para determinar esteroides por cromatografia en capa delgada se usaron
placas de Silicagel 60 F254 activadas a 105 °C por 15 minutos, fase mévil cloroformo-
metanol-agua (64:50:10) v/v, se aplic6 3,5 uL de extracto concentrado disuelto en
metanol (2 gramos de extracto crudo disuelto en 2 mL de metanol y posterior aforo a 5
mL), la separaciéon de siembra fue de 1.5 cm entre cada aplicacién, se usdé como
revelador cloruro de antimonio III 10% en cloroformo, para demostrar presencia de
esteroides en deteccion visible se observan manchas de color rojo o violeta y en UV 365

L 7,989
nm se observan manchas rojo violeta o celeste y/o verde”"?%%

y para determinar la
presencia de alcaloides se utilizaron placas de silicagel 60 F254 activadas a 105°C por
15 minutos, la fase mévil consistié en Cloroformo-Metanol (95:5) v/v, se aplicé 5 uL. de
extracto concentrado disuelto en metanol (2 gramos de extracto en 2 mL), con
separacion de siembra de 1,5 cm entre cada aplicacion, para demostrar la presencia de

alcaloides la deteccion fue visible observando manchas de color los cuales indican

presencia de alcaloides esteroidales y saponinas esteroidales®®.
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3.4.6. Determinacion de la actividad antifiingica

La actividad antifingica se determind utilizando el método de difusién en placa, este
método se fundamenta en la difusion de las sustancias activas en un medio s6lido que se

) ) . . 100
evidencia por la formacién de halos claros alrededor de las colonias .

Hongos utilizados

Candida albicans ATCC 10231, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 vy
Aspergillus brasilensis ATCC 16404 provistos por el Cepario del Laboratorio de
Microbiologia y Bioldgicos del Instituto Nacional de Salud, donde se encuentran
conservados a -70 °C y para el ensayo se procedidé a viabilizarlos usando Caldo
Sabouraud para C. albicans y Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) para T. mentagrophytes

y A. brasiliensis.
Estandarizacion de las suspensiones fiingicas

Se realiz6 la siembra en ADS de cepas T. mentagrophytes y A. brasilensis 'y se
incubaron a 20°C - 25 °C durante 7 a 10 dias, las esporas fueron recuperadas de estos
cultivos; se emplearon colonias maduras por arrastre de la superficie con 10 mL de
solucién salina 0.9% y tween 80 al 0.1%. La suspension se trasvaso a un tubo de
ensayo, las conidias se obtuvieron mediante agitacién del filtrado a 2500 rpm durante
10 y posteriormente se filtr6 con papel de filtro. Estos elementos fingicos fueron
utilizados como inéculo ajustando la turbidez hasta lograr el inéculo deseado (1 x 10°
UFC/mL) para las esporas, se comprob6 con diluciones seriadas en placa. Para C.
albicans se incub6 100 pL de cepa en 10 mL de Caldo Sabouraud a 20 °C -25 °C por
48-72 horas, cumplido el tiempo de incubacién se suspendieron los microorganismos
hasta lograr un in6culo deseado de (1 x 10° UFC/mL). Los ajustes fueron realizados

o L S . 100,108
espectrofotométricamente y se corrobord con diluciones seriadas en placa ™ .

Preparacion de las placas para dispensacion

Se prepar6 el medio ADS, se esteriliz6 y se mantuvo a 45 °C para incorporar 1 ml de
suspensién fingica estandarizada (1 x 10° UFC/mL) por cada 100 ml de medio de
cultivo; se agité y homogenizé para distribuir 20 ml a placas Petri previamente
rotuladas de 90 mm de diametro. Se dej6 solidificar, una vez solidificado se realizaron

pozos con la ayuda de un sacabocado N° 6 (perforador de acero inoxidable con 11 mm
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de didmetro externo), se realizaron 1 a 2 excavaciones por placa para evitar la

. 1
superposicion de halos 00,
Adicion de muestras y controles e incubacion de placas

Se agregdé a cada pozo 100 uL del extracto etandlico de Solanum hispidum Pers 25
mg/mL (Se resuspendié 50 mg del extracto etandlico estabilizado en 2 mL de
Dimetilsulf6xido) y se dejaron reposar las placas por 1 hora en las condiciones del
laboratorio para lograr difusién y se trasladaron cuidadosamente a la incubadora, se
incubaron a 37 °C por 24 horas para Candida albicans, 72 horas para Aspergillus
brasiliensis y 7 dias para Trichophyton mentagrophytes. Fueron usados como controles
positivos nistatina, ketoconazol y fluconazol, se pesaron 25 mg de estindar en 25 ml de
diluyente DMSO para los dos primeros y agua para el fluconazol, realizando luego una
dilucion de 2mL en 10mL para lograr una concentracion final de 0,2 mg/mL para los 3
estdndares, se usé como blanco el DMSO y agua. Las pruebas se realizaron utilizando 8

placas para cada tratamiento y se adicionaron 100uL por pozo'™.
Lectura y criterios de interpretacion

Se observaron las zonas claras de inhibicion de crecimiento (halos) y se midieron los
didmetros en mm con la ayuda de un vernier, se considera actividad antifingica

. . . ., . Sl ot 2 . 100,101
significativa cuando el didgmetro de la zona de inhibicién es superior a 18 mm'*'"!,

Una vez determinada la actividad antifiingica se procedié a determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) utilizando el método de microdilucién colorimétrico en
microplaca siguiendo los protocolos del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI), usando para la levadura el protocolo M27-A2 modificado por Liu

et al'%; y para el dermatofito y la espora se usé el protocolo M38-A modificado por

103 102
1 1.

Fernandez etal ™~ y Liu et a
3.4.7. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se determiné mediante el método de microdilucién colorimétrico partiendo de los
microorganismos que demostraron actividad antifingica por el método de difusién en

placa.
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Preparacion del medio de cultivo

Se prepar6 pesando en beakers separados 1,04 g del medio RPMI 1640 en polvo y 3,46
g de buffer MOPS, ambos se disolvieron en aproximadamente 20 mL de agua destilada
estéril, finalmente se mezclaron en un matraz volumétrico y se aforé a 100 mL con agua

destilada estéril; se filtr6 usando un filtro con tamafio de poro 0,45 pm75 76,

Preparacion del in6culo

Para C.albicans se us6 un sembrado de 48 h previos al ensayo (100 uL de cepa en 10
mL de Caldo Sabouraud) a 20°C - 25°C, el dia de la prueba se ajusté a una turbidez
espectrofotométrica equivalente a 1-5 x 10° ufc/mL (inéculo concentrado), luego se
procedié a realizar una dilucién 1:50 seguida de 1:20 con el medio RPMI 1640, para
obtener un inéculo de 1-5 x 10° UFC/mL (inéculo 2x); para el dermatofito y la espora
se usaron los repiques sembrados una semana antes y el dia del ensayo se ajustd
espectrofotométricamente a 530 nm entre 0,15 y 0,18 de unidades de absorbancia o su
equivalente en porcentaje de transmitancia. El in6culo concentrado (1 -2 x10° UEC/mL)
fue diluido a raz6n de 1:50 para obtener un in6culo 2x (1,2 x 10*a6x 10 UFC/mL). Se
corroboraron los indculos mediante plaqueo por incorporacion en ADS de 10 uL de
in6culo ajustado la levadura y 10 uLL de una dilucién de 1:10 del in6culo ajustado para

. 102,1
la espora y el dermatofito’>*'0%1%%,

Preparacion de los controles y muestras

Preparacion del estdndar para levaduras ketoconazol 2x, se pesé 16 mg de ketoconazol y
se afor6 a 10 mL con DMSO en matraz volumétrico, luego se realizé dilucion de 0,4
mL en 20 mL con medio RPMI, esta es la soluciéon 2x = 32 ug/mL de ketoconazol,
finalmente en las placas de microtitulacion se obtuvieron concentraciones decrecientes

en el rango de 16,0 pg/mL a 0,03 pg/mL75’76’104 .

Preparacion del estdndar para la espora y el dermatofito fluconazol 2x, se pesé 12,8 mg
de fluconazol y se afor6é a 20 mL con agua destilada estéril, luego se realizé dilucién de
4 mL en 20 mL con medio RPMI, esta es la solucién 2x = 128 ug/mL de fluconazol,
finalmente en las placas de microtitulacién se obtuvieron concentraciones decrecientes

en el rango de 64,0 pg/mL a 0,125 pg/mL75’76’104.

Preparacion del extracto etandlico 2x, se pesé 250 mg se extracto etandlico estabilizado

de Solanum hispidum Pers y se disolvié en 2,5 mL de DMSO (100 mg/mL)'"*, luego se
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realizé dilucién de 0,8 mL en 20 mL con medio RPMI, esta es la solucién 2x = 4000
pug/mL, finalmente en las placas de microtitulacion de obtuvieron concentraciones

decrecientes en el rango de 4000 pg/mL a 7,81 pg/mLm.

El control negativo fue el medio RPMI con resazurina, también denominado control de
esterilidad o control de ausencia de crecimiento para lo cual se preparé 20 mL de RPMI

e, . . , . - 2. 102
con 0,1 mL de la la solucién indicadora de 6xido reduccién 02

Preparacion de la solucion indicadora de éxido reduccion (resazurina 20 mg/mL):
se pesO 400 mg de resazurina y se afor6 a 20 mL con agua destilada estéril en matraz
volumétrico estéril. Esta solucion fue filtrada a través de un filtro con tamaiio de poro de
0,45 um. La proporcién usada fue de 0,1 mL de la solucién indicadora preparada por

- iy 102,104
cada 20 mL de suspension del indculo 2x .

Distribucion de las placas e incubacién

La prueba se realiz6 en placas de microtitulacion estériles de 96 pocillos estériles, de
fondo en U utilizando pipeta multicanal, siguiendo la siguiente distribucién, A1-H1:
Control negativo (200 uL RPMI con resazurina), A2-A11: Concentraciones finales de
estandar ketoconazol (a partir de 200 pL in6culo 2x con resazurina), B2-12 al G2-12
concentraciones finales del extracto etandlico de Solanum hispidum Pers (a partir de 200
uL indculo 2x con resazurina), H2-H11: concentraciones finales de estandar fluconazol
(a partir de 200 pL in6culo 2x con resazurina) y A12-H12: control de crecimiento
positivo (100 pL in6culo 2x con 100 uL medio RPMI). A partir de los in6culos 2x de
200 pL cogiendo 100 pL para transferir a los siguientes pocillosm.

Las placas de microtitulacién fueron incubadas a 37 °C por 24 horas para la levadura y

por 5 a 7 dias para la espora y el dermatofito' ',

Posterior a la incubacidon se observaron visualmente los resultados mediante el cambio
de color de morado oscuro a rosado o incoloro, para determinar el valor del CMI se

. ., , . oo 102
considera la concentracién mds baja en la cual no se produce el viraje del color'™.
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Tabla 6. Distribucion de los pocillos para determinar la CMI de los hongos C.albicans,

A. brasiliensis y T. mentagrophytes frente al extracto etandlico de S. hispidum Pers.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A CN 16,0 | 8,0 4,0 2,0 1,0 0,5 025 |0,13 0,06 |003 |CC
B CN 2000 | 1000 | 500 250 125 62,5 | 31,25 | 1563 | 781 |391 |CC
C CN 2000 | 1000 | 500 250 125 62,5 | 31,25 | 1563 | 7,81 |391 |CC
D CN 2000 | 1000 | 500 250 125 62,5 | 31,25 | 1563 | 7,81 |391 | CC
E CN 2000 | 1000 | 500 250 125 62,5 | 3125|1563 | 781 |391 |CC
F CN 2000 | 1000 | 500 250 125 62,5 | 31,25 | 1563 | 7,81 |391 |CC
G |CN 2000 | 1000 | 500 250 125 62,5 | 31,25 | 1563 | 7,81 |391 |CC
H |CN 64,0 | 32,0 |16,0 |80 4,0 2,0 1,0 0,5 0,25 | 0,125 | CC

Adaptado de Ruiz'”, CN: Control negativo, CC: Control de crecimiento, K:

Ketoconazol y F: Fluconazol, los datos consignados indican las concentraciones finales

en ug/mL.

Lectura y criterios de interpretacion

Los criterios de interpretacion se tomaron de acuerdo a los pardmetros de Holets, F. et

a]103
ug/mL, segun la siguiente clasificacion:

Tabla 7. Criterios cuantitativos para determinar actividad antiftingica.

Criterio Nomenclatura
Actividad antifingica CMI
Buena < 100 pg/mL
Moderada 100 a < 500 pg/mL
Débil 500 a 1000 pg/mL

, el extracto tiene actividad antifingica significativa cuando el CMI es < 1000
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3.4.8. Determinacion de la actividad citotoxica
Lineas celulares

Tabla 8. Lineas celulares usadas para evaluar actividad citotoxica

Linea Morfologia  Origen Especie-edad Medio de
celular cultivo
H460 Epitelial Cancer de Humano-adulto MEM
pulmoén
HT-29 Epitelial Céncer de Humano-adulto RPMI
colon
3T3 Fibroblasto - Ratén-embrionario DMEM

Se utilizaron las lineas celulares de cancer humano H460 de cancer de pulmén y HT 29
de cancer colorrectal y como linea celular normal fibroblastos 3T3; células de
crecimiento adherente en monocapa, adquiridas en el banco de células del Laboratorio
de cultivo celular del CNSP del INS, donde se encuentran conservadas a -190 °C. Se
trabaj6 en Cabina de Seguridad bioldgica para mantener las condiciones de

esterilidad'®.

Las lineas celulares H460 fueron cultivadas en MEM, las lineas celulares HT29 fueron
cultivadas en Medio RPMI 1640 y las lineas celulares 3T3 fueron cultivadas en DMEM,
todas suplementadas con 10 % de FBS o suero de ternera segun corresponda, se uso
como antibidtico gentamicina sulfato en concentraciéon de 50 pg/ml, en frascos de
cultivo estériles de 25 ¢cm? incubados a 37°C y 5% CO,; para el mantenimiento de las
lineas celulares se procedi6 a renovacion del medio de cultivo cada 48 horas, realizando

el lavado de las células con PBS pH 7,2 a 7,485’86.
Recuento celular y verificacion de la viabilidad

Se resuspendieron las lineas celulares, lavando la monocapa de cada linea celular por 3
veces con 4 mL de Solucién tampén de fosfatos (PBS) y agregando 4 mL de solucién
de tripsina 0,02% , se incubd por 10 minutos en condiciones estindar de 37 °C y 5%

COa,. Se realizo6 el conteo de la suspension de células obtenida en cdmara de recuento
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Neubauer usando el método de exclusién celular de eosina 0.2%". Se trabajaron las
lineas celulares verificando previamente la viabilidad en cdmara de Neubauer, las
viabilidades comprobadas fueron para HT-29 (RPMI) 98,15%, para 3T3 (DMEM)
100.0% y para H460 (MEM) 99,25%.

Determinacion de la concentracion celular

Se partieron de concentraciones celulares de 5,000 a 15,000 células/ pocillo en 100
uL'%®y se ajustd esta concentracion para utilizar el método de reduccién de MTT, para
las lineas celulares cancerigenas H460, HT-29 a 40 000 células/pocillo y para la linea
celular normal 3T3 a 20 000 células/pocillo, en un volumen 160 pL/pocillo'®, se usaron
microplacas estériles de fondo plano para favorecer la adhesién celular, las
concentraciones celulares 6ptimas de incorporaron en microplacas de 96 pocillos con
ayuda de una pipeta multicanal y fueron incubadas durante 48 horas en condiciones
estandar 37°C y 5% CO,, para lograr que las células se adhieran a la superficie del

pocillo®®.

Tinciéon con MTT

Cumplido el tiempo de tratamiento, se verificaron los cultivos con 90% de confluencia,
fue retirado el medio de cultivo anterior y se adicionaron en los pocillos 100 uL de las
diferentes concentraciones de muestras de extracto etandlico estabilizado Solanum
hispidum Pers y 100 pL del control positivo; se dispensaron a los pocillos 100 pL de
MTT adicionalmente. Se incubaron las microplacas por 4 horas a 37 °C y 5% COa,
posteriormente, de manera cuidadosa se deseché el sobrenadante y fueron adicionados
en los pocillos 100 uLL de DMSO. Se procedi6 a la lectura de las microplacas ensayadas
con el MULTISKAN un lector de microplacas a A = 570 nm. Los datos obtenidos

. . g . . 85.86
fueron tomados como medida indirecta de la supervivencia celular™"".

Preparacion de las muestras y controles

Previo al uso del extracto etandlico estabilizado de Solanum hispidum Pers, se verificé
la esterilidad del extracto inoculando porciones a medios de cultivo tioglicolato fluido
con indicador y caldo de triptocaseina con posterior incubacién a 32,5 £2,5°Cy 22,5 +
2,5 °C respectivamente por 14 dias'”; se pesaron 250 mg del extracto etandlico
estabilizado y se disolvieron en 2,5 mL con DMSO (100 mg/mL), a partir de esta

solucién se realizé una dilucion en medio de cultivo sin suplementar de 2,5 mL en 100
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mL en matrdz volumétrico estéril (2 500 ug/mL), se realizé dilucién adicional de 2,5
mL en 25 mL de medio de cultivo sin suplementar (250 ug/mL) y se realizaron dos
diluciones adicionales de 1 en 10 para obtener concentraciones finales de 25 pg/mL y

2,5 pg/mL.

85,86

Se usé como control positivo doxorrubicina 10 umolar™™, se prepar6 pesando 25 mg

de doxorrubicina clorhidrato en matraz volumétrico de 25 mL, se aforé con agua y

o g . . 109
luego se realizé una dilucion de 1 en 10 con medio de cultivo ™.

Distribucion de los pocillos y calculos

Tabla 9. Distribucién de los pocillos para las placas de la linea celular HT-29

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12

A Control + : Doxorrubicina 10 uM

B Extracto etandlico Solanum hispidum Pers 2,5 pg/mL

C Extracto etandlico Solanum hispidum Pers 25 pg/mL

D Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers 250 pg/mL

E Fibroblastos 3T3 +Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers 25 pg/mL
F Fibroblastos 3T3 +Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers 25 pg/mL
G Fibroblastos 3T3 +Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers 25 pg/mL
H Control de crecimiento celular

Elaboracion propia. A1-A12 Control +, BI-B12 Extracto etandlico Solanum hispidum
Pers 2,5 pg/mL, C1-C12 Extracto etandlico Solanum hispidum Pers 25 ng/mL, D1-D12
Extracto etandlico Solanum hispidum Pers 250 pg/mL, E1-G12 Fibroblastos + Extracto

etandlico Solanum hispidum Pers 25 pg/mL, H1-H12 Control de crecimiento celular.
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Tabla 10. Distribucion de los pocillos para las placas de la linea celular H460

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12
A Control + : Doxorrubicina 10 uM
B Control de crecimiento celular H460
C Fibroblastos 3T3 +Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers25 ng/mL
D Fibroblastos 3T3 +Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers25 ng/mL
E Fibroblastos 3T3 +Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers25 pg/mL
F Extracto etandlico de Solanum hispidum Pers 250 pg/mL
G Extracto etandlico Solanum hispidum Pers 25 pg/mL
H Extracto etandlico Solanum hispidum Pers 2,5 pg/mL

Elaboracién propia. A1-Al12 Control +, B1-B12 control de crecimiento, C1-E12

Fibroblastos, F1-H12 Extracto etandlico Solanum hispidum Pers.

Se midié la inhibicién del crecimiento de células citotoxicas en las lineas celulares, se
reportd el porcentaje de inhibicién del crecimiento de lineas celulares, midiendo la
densidad Optica (absorbancia)sz. En todos los casos se asumié un 100% de

. . 4 . . 110
supervivencia en las células sin tratamiento .

Se calcul6 el porcentaje de supervivencia celular mediante la siguiente formula

0 . . Absorbancia células tratadas
Yo supervivencia celular = — x 100
Absorbancia células controles

A partir de los datos obtenidos se calculé la curva dosis respuesta teniendo en cuenta el
rango de concentracion utilizado (2,5 pg/mL, 25 pg/mL y 250 ng/mL) y el porcentaje
de reduccion correspondiente, a partir de ello se calcul6 la concentracion que produce la
reduccion de la viabilidad celular en un 50% CI 50, Se traz6 una curva lineal dosis

repuesta para y se trabajé con la curva mds cercana al 50% para calcular CI 50”".
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Lectura y criterios de interpretacion

Los criterios de interpretacion se tomaron de acuerdo a los pardmetros de la Guia del

111

NCIV, adaptado por Phongpaichit "~ y Kuete''”. De manera general los extractos

poseen actividad citotoxica significativa cuando el CMI es < 100 pg/mL111 y los
compuestos puros tienen actividad citotoxica significativa cuando el CMI es < 10
uM*" % v de manera especifica se considera que el extracto crudo tiene actividad
citotoxica si el valor de CI 50 luego de incubacién de 48 a 72 horas es < 20 pg/mL y 4

ug/mL para compuesto puro®”’",

Tabla 11. Criterios cuantitativos para determinar actividad citotoxica.

Criterio Nomenclatura
Actividad citotéxica CI50 CI50
Extracto crudo Compuesto puro
Buena <20 pg/mL <luM
Moderada 20a 50 pg/mL I uM a 10uM
Débil 50 a 100 ug/mL > 10 uM

3.5. Unidad de analisis

Extracto etandlico de hojas de la especie Solanum hispidum Pers.

3.6. Poblacion de estudio

Especies de Solanum hispidum Pers de Carhuaz - Ancash.

3.7. Muestra

900 g de hojas colectadas de la especie Solanum hispidum Pers de Carhuaz - Ancash.
3.8. Técnicas de recoleccion de datos

Para los estudios de solubilidad, el andlisis fitoquimico y la cromatografia en capa
delgada, los datos fueron registrados mediante evidencia fotografica y en un formato de
tablas indicando; en la prueba de solubilidad si el extracto es insoluble, poco soluble,
soluble y muy soluble en el solvente de prueba; en el andlisis fitoquimico los
metabolitos investigados reportando la reaccion de color y/o precipitacion observada y

en la cromatografia en capa delgada indicando los valores de Rf obtenidos.
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Para la determinacion de la actividad antiftingica y de la CMI in vitro, los datos fueron
registrados mediante evidencia fotogrifica y mediante el uso de tablas en las que se
sefala las medidas de los didmetros de las zonas de inhibicién para comparacién con la

referencia y se indicaron los CMI realizados visualmente.

Para la determinacion de la actividad citotoxica se registraron datos fotogréaficos y
lecturas de absorbancia, cédlculo del porcentaje de supervivencia y la determinacion del

CI 50.
3.9. Procesamiento de la informacion o de datos

Para el andlisis de datos se utiliz6 la estadistica descriptiva e inferencial, se utilizaron
ademds las pruebas de igualdad de varianzas para evidenciar el grado de dispersion de
los datos asi como la prueba t de una muestra evaluando la significancia estadistica
utilizando el p valor con el programa MINITAB 19. Para determinar la actividad
citotoxica se calculé el porcentaje de supervivencia celular y para establecer la
Concentracién Inhibitoria 50 (CI 50) se realizé una curva lineal del porcentaje de
supervivencia celular y las concentraciones del extracto etandlico estabilizado de

Solanum hispidum Pers (concentracion - respuesta).
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CAPITULO IV. RESULTADOS
4.1. Estudios de solubilidad

Tabla 12. Solubilidad del extracto etandlico estabilizado de Solanum hispidum Pers.

Solvente Indice de polaridad Resultado
Agua destilada 9.0 +
Etanol 5.2 4+
Metanol 5.1 +++
Acetato de etilo 4.4 ++
Cloroformo 4.1 ++
Eter dietilico 2.8 ++
n-hexano 0.0 +

Leyenda: -: Insoluble, +: poco soluble, ++ soluble, +++ muy soluble

El extracto etandlico estabilizado es muy soluble en etanol y metanol, seguido por la
solubilidad en acetato de etilo y éter dietilico, entonces el extracto contiene alto

porcentaje de compuestos de polaridad intermedia y de alta polaridad.
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4.2. Analisis fitoquimico preliminar

Tabla 13. Metabolitos presentes en el extracto etandlico de Solanum hispidum Pers.

Pruebas Reaccion observada Resultado
Compuestos fenélicos
Tricloruro férrico Color azul verdoso ++
Taninos
Gelatina — cloruro de sodio Precipitado amarillo ++
Flavonoides

Shinoda Color rojo ++

Pews Color café ++

Hidroxido de sodio Color anaranjado ++

Vapores de amoniaco Color amarillo ++
Esteroides

Acido tricoloroacético Color verde brillante a 60 °C +++

Liebermann-Burchard Color verde en interfase +++

Rosenthaler Color amarillo verdoso +++

Salkowski Color amarillo +++
Alcaloides

Dragendorf Precipitado anaranjado +++

Mayer Precipitado blanco +++

Bouchardat Precipitado anaranjado +++

Sonneschein Precipitado anaranjado +++
Saponinas

Prueba de espuma Formacion de espuma ++

Leyenda: - Ausencia, + leve, ++ Moderado, +++ abundante
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Tabla 14. Metabolitos ausentes en el extracto etandlico de Solanum hispidum Pers.

Pruebas Reaccion observada Resultado

Alcaloides indoélicos

Erlich No forma color violeta -
Cumarinas
Hidroxilamina No forma color violeta -

Naftoquinonas, antraquinonas y antronas

Borntriger No forma color rojo en fase acuosa -

Glucoésidos cardiotonicos

Kedde No forma color purpura -

Lactonas y sesquiterpenlactonas

Bajlet No forma color rojo -
Leucoantocianidinas
Rosenheim No forma color rojo -

Leyenda: - Ausencia, + leve, ++ Moderado, +++ abundante

En las tablas 13 y 14 se observa que los metabolitos con mayor abundancia son los
alcaloides y los esteroides, contindan los compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y
saponinas y se encuentran ausentes los alcaloides inddlicos, cumarinas, quinonas,

glucésidos cardioténicos, lactonas, sesquiterpenlactonas y leucoantocianinas.
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4.3. Analisis cromatografico

La cromatografia en capa delgada confirma la presencia de esteroides y alcaloides en el

extracto etandlico estabilizado de Solanum hispidum Pers.

M, M3 y M; extracto etandlico sin filtrar

M,, My y Mg extracto etandlico filtrado Fluorescencia Rf
Rojo 0,97
Rojo 0,86
Violeta 0,73
Celeste 0,65
Celeste 0,56

Fig 7. Cromatografia en capa delgada para esteroides, se sembraron 6 muestras del
extracto y se logra separacion observindose cinco manchas fluorescentes para saponinas

esteroidales frente a la luz UV, los valores de Rf variaron desde 0,56 hasta 0,97.

Rf. —9'8—065
2715

M,, M,, M3, M4, M5 y Mg: muestras de extracto etandlico Mancha Rf
10 Amarillo 0,76
9 Verde 0,73
8 Verde 0,72
. . ' . . . 7 Plomo 0.70
6 Amarillo 0,66
5 Amarillo 0,45
4 Plomo 0,32
3 Plomo 0,29
2 Marrén 0,17
1 Marrén 0,13

Fig 8. Cromatografia en capa delgada para alcaloides, se sembraron 6 muestras del
extracto y se logra separacion de 10 alcaloides, los valores de Rf encontrados fueron de

0,13 hasta 0,76.
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4.4. Determinacion de la actividad antifiingica

4.4.1. Actividad antifingica frente a Candida albicans ATCC 10231

Extracto &

TR

Nistatina

Figura 9. Halos de inhibicién de Candida albicans ATCC 10231, método de difusién

en placa.

Tabla 15. Medidas de las zonas de inhibicion Candida albicans ATCC 10231

Datos Nistatina Fluconazol Extracto 1

(control 1) (control 2) (prueba)
1 29.4 mm 25.0 mm 25.9 mm
2 30.0 mm 25.0 mm 26.0 mm
3 28.7 mm 24.9 mm 25.5 mm
4 30.4 mm 25.1 mm 26.3 mm
5 28.9 mm 25.3 mm 26.0 mm
6 30.1 mm 25.3 mm 26.1 mm
7 30.0 mm 25.2 mm 26.1 mm
8 29.2 mm 24.8 mm 25.2 mm

La concentracién de los controles nistatina y fluconazol fue 0,2 mg/mL y del etandlico
estabilizado de Solanum hispidum Pers fue 25 mg/mL, se observan zonas de inhibicién
superiores a 18 mm para los controles y para el extracto lo que manifiesta actividad

antifungica del extracto frente al hongo Candida albicans ATCC 10231.
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4.4.2. Actividad antifingica frente a Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Figura 10. Halos de inhibicién de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, método

difusion en placa.

Tabla 16. Medida de las zonas de inhibicion de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Datos Fluconazol Ketoconazol Extracto
(control 1) (control 2) (prueba)

1 14.5 mm 20.1 mm 22.2 mm

2 15.5 mm 20.5 mm 23.1 mm

3 14.8 mm 21.2 mm 22.5 mm

4 14.9 mm 21.3 mm 21.8 mm

5 14.4 mm 21.4 mm 21.5 mm

6 14.4 mm 21.6 mm 22.4 mm

7 15.2 mm 21.7 mm 23.4 mm

8 15.5 mm 22.2 mm 22.8 mm

La concentracién de los controles fluconazol y ketoconazol fue 0,2 mg/mL y del
etandlico estabilizado de Solanum hispidum Pers fue 25 mg/mL, se observan zonas de
inhibicién superiores a 18 mm para el ketoconazol y para el extracto, los diametros de
las zonas de inhibicién de fluconazol no supera los 18mm; se manifiesta actividad

antifiingica del extracto frente al hongo Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.
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4.4.3. Actividad antifingica frente a Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533

T.mentagrophytes
Halo con extracto

Figura 11. Halos de inhibicién de Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, método

difusién en placa.

Tabla 17. Medidas de las zonas de inhibicién de Trichophyton mentagrophytes ATCC

9533

Datos Fluconazol Ketoconazol Extracto

(control 1) (control 2) (prueba)
Placa 1 17.5 mm 24.2 mm 25.6 mm
Placa 2 16.8 mm 24.3 mm 24.8 mm
Placa 3 18.0 mm 23.5 mm 25.2 mm
Placa 4 16.9 mm 23.6 mm 24.5 mm
Placa 5 17.2 mm 23.4 mm 28.0 mm
Placa 6 17.3 mm 23.7 mm 25.2 mm
Placa 7 18.0 mm 23.2 mm 25.3 mm
Placa 8 18.1 mm 23.8 mm 24.5 mm

La concentracion de los controles fluconazol y ketoconazol fue 0,2 mg/mL y del
etandlico de Solanum hispidum Pers fue de 25 mg/mL, se observan zonas de inhibicién
superiores a 18 mm para el ketoconazol y para el extracto lo que manifiesta actividad
antifiingica del extracto frente al hongo Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, el

didmetro de la zona de inhibicién del fluconazol no supera los 18 mm.
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Tabla 18. Resultados del tratamiento estadistico para demostrar la actividad antiftingica

Evaluacion de la actividad antifangica

Candida albicans

Aspergillus  brasiliensis

Trichophyton mentagrophytes

ATCC 10231 ATCC 16404 ATCC 9533
Estadistico | fde una muestra t de una muestra t de una muestra
Condicioén p <0.05 p <0.05 p <0.05
Resultado p =0.001 p <0.001 p <0.001
Conclusiéon Si Si Si

La prueba ¢ realizada para demostrar actividad antifingica frente a los hongos de

estudio como Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 y

Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 del extracto etandlico estabilizado de

Solanum hispidum Pers; comparando las medias de las mediciones encontradas con el

valor de referencia de 18 mm para los didmetros de la zona de inhibicién, confirma que

todas las medias son mayores de 18 mm y lo cual demuestra actividad antifingica del

extracto frente a los tres hongos, los controles negativos demostraron que no influyen en

la actividad de los extractos y los controles positivos se usaron para demostrar la

formacion de zonas de inhibicion mas no para demostrar comparaciones entre el

tratamiento de prueba y los controles.
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4.5. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Figura 12. CMI para Candida albicans ATCC 12031, método de microdilucion
colorimétrico en microplaca con resazurina: CMI del extracto etandlico 125 ug/mL,
Ketoconazol 0.06 pg/mL, Fluconazol 4 ug/mL, moderada actividad antiftingica para

Candida albicans.

Figura 13. CMI para Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, método de microdilucion
colorimétrico en microplaca con resazurina: CMI del extracto etandlico 250 pg/mL,
Ketoconazol 0.03 pg/mL, Fluconazol 16 pg/mL, moderada actividad antifingica para

Aspergillus brasiliensis.
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Figura 14. CMI para Trichophyton mentagropnhytes ATCC 9533, el extracto etandlico
125 pg/mL, Ketoconazol 0,06 pg/mL, Fluconazol 4 pg/mL; moderada actividad para
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533

Tabla 19. Valores de la CMI del extracto etandlico en los hongos en estudio.

Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL)
Solucién Candida albicans Aspergillus  brasiliensis Trichophyton mentagrophytes
prueba ATCC 10231 ATCC 16404 ATCC 9533
Extracto 125 250 125
Ketoconazol 0,06 0,03 0,06
Fluconazol 2 16 4

De acuerdo a los valores encontrados para la CMI, se observa moderada actividad
antifiingica para Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
y Trichophyton metagrophytes ATCC 9533; con variaciones favorables para las cepas
Candida albicans ATCC 10231 y Trichophyton metagrophytes ATCC 9533.
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4.6. Determinacion de la actividad citotoxica

Lineas celulares

2
Figura 15. Imdgenes microscdpicas de las lineas celulares antes del tratamiento:

1. Cancer de pulmén H460, 2. Cancer de colon HT-29 y 3. Linea celular normal 3T3.

Figura 16. Imagenes microscépicas de las lineas celulares después del tratamiento:

1. Cancer de pulmén H460, 2. Cancer de colon HT-29 y 3. Linea celular normal 3T3.

Al comparar las figuras 15 y 16 se observan cambios en la estructura de con ruptura de
la membrana citoplasmatica en las lineas celulares de cdncer humano y en el control

positivo.
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Tabla 20. Absorbancia de microplacas para la linea celular HT-29

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Promedio

0.191 | 0.196 | 0.208 | 0.230 | 0.239 | 0.262 | 0.286 | 0.245 | 0.280 | 0.297 | 0.292 | 0.303 | 0,252417

0.550 | 0.564 | 0.522 | 0.491 | 0.457 | 0.501 | 0.455 | 0.464 | 0.416 | 0.476 | 0.339 | 0.470 | 0,475417

0.207 | 0,246 | 0,239 | 0,211 | 0,229 | 0,218 | 0,219 | 0,219 | 0,212 | 0,217 | 0,221 | 0,226 | 0,222000

0,224 | 0,225 | 0,180 | 0,184 | 0,207 | 0,173 | 0,167 | 0,187 | 0,193 | 0,203 | 0,210 | 0,209 | 0,196835

0,145 | 0,148 | 0,163 | 0,130 | 0,235 | 0,148 | 0,148 | 0,152 | 0,163 | 0,158 | 0,176 | 0,138 | 0,158667

0,144 | 0,156 | 0,130 | 0,160 | 0,160 | 0,141 | 0,149 | 0,269 | 0,180 | 0,205 | 0,231 | 0,225 | 0,179167

Q|T|mg|jaQ|R >

0,205 | 0,171 | 0,140 | 0,154 | 0,192 | 0,169 | 0,144 | 0,172 | 0,159 | 0,174 | 0,201 | 0,187 | 0,17233

H | 0544 | 0,609 | 0,620 | 0,612 | 0,511 | 0,629 | 0,588 | 0,580 | 0,613 | 0,678 | 0,706 | 0,712 | 0,616833

Tabla 21. Porcentaje de supervivencia celular y CI 50 para la linea celular HT-29

Concentracion Promedio % supervivencia CI50
celular
A | Control + Doxorrubicina 10 uMolar 0,252417 40,92
B | Extracto etandlico 2,5 ug/mL 0,475417 77,07
C estabilizado de Solanum 25 ug/mL 0222000 35.99
hispidum Pers.
D 250 pg/mL 0,196835 31,91
E 0,158667 25,72 17,28
F | Células normales 3T3 25 pg/mL 0,179167 29,05
0,172333 27,94
H | Control crecimiento HT-29 - 0,616833 100,00

De acuerdo a las absorbancias registradas se calcula el valor promedio de cada fila para
calcular el porcentaje de supervivencia celular y posteriormente a partir de la curva
concentracion en pg/mL versus respuesta, porcentaje de supervivencia calcular la CI 50
trazando una curva lineal de dos puntos en la curva mds cercana al 50 % para calcular la
CI 50; la CI 50 = 17,28 ug/mL nos indica de acuerdo a los criterios que el extracto
etandlico estabilizado de Solanum hispidum Pers tiene buena actividad citotoxica (< 20

ug/mL) para las lineas celulares de cancer humano HT-29 (cancer de colon).
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Tabla 22. Absorbancias de microplacas para la linea celular H 460

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Promedio

0,183 | 0,199 | 0,198 | 0,184 | 0,187 | 0,158 | 0,219 | 0,189 | 0,217 | 0,224 | 0,210 | 0,215 | 0,198583

0,698 | 0,691 | 0,684 | 0,723 | 0,640 | 0,632 | 0,668 | 0,459 | 0,459 | 0,503 | 0,446 | 0,474 | 0,589750

0,219 | 0,226 | 0,224 | 0,219 | 0,202 | 0,202 | 0,220 | 0,195 | 0,222 | 0,214 | 0,237 | 0,224 | 0,275917

0,244 | 0,262 | 0,216 | 0,210 | 0,234 | 0,196 | 0,194 | 0,186 | 0,213 | 0,225 | 0,244 | 0,235 | 0,204000

0,216 | 0,240 | 0,213 | 0,222 | 0,212 | 0,177 | 0,188 | 0,193 | 0,185 | 0,205 | 0,227 | 0.230 | 0,217000

0,217 | 0,217 | 0,190 | 0,206 | 0,240 | 0,167 | 0,158 | 0,191 | 0,204 | 0,214 | 0,210 | 0,234 | 0,219750

Q|T|mg|jaQ|R >

0,309 | 0,278 | 0,234 | 0,281 | 0,255 | 0,307 | 0,247 | 0,280 | 0,288 | 0,278 | 0,215 | 0,229 | 0,20900

H | 0.639 | 0,699 | 0,466 | 0,488 | 0,426 | 0,421 | 0,440 | 0,408 | 0,494 | 0,489 | 0466 | 0,427 | 0,488583

Tabla 23. Porcentaje de supervivencia celular y CI 50 para la linea celular H460

Concentracion  Promedio % supervivencia CI50
celular

A | Control + Doxorrubicina 10 uMolar 0,198583 33,67
B | Control crecimiento H460 - 0,589750 100,00
C 0,217000 36,80
D | Células normales 3T3 25 pg/mL 0,219750 37,26
E 0,209000 35,44 22,17
F | Extracto etandlico 250 pg/mL 0,204000 34,29

estabilizado de Solanum 25 ug/mL 0.266750 4523

hispidum Pers.
H 2,5 ug/mL 0,488583 82,85

Con las absorbancias obtenidas se calcula el valor promedio de cada fila para calcular el
porcentaje de supervivencia celular y posteriormente a partir de la curva concentracion
en ug/mL versus respuesta, porcentaje de supervivencia calcular la CI 50, se traza una
curva lineal de dos puntos utilizando los puntos mds cercanos al 50 % para calcular la
CI50; 1a CI150 =22,17 pg/mL indica de acuerdo a los criterios que el extracto etandlico
estabilizado de Solanum hispidum Pers tiene moderada actividad citotoxica (20 — 50

ug/mL) para las lineas celulares de cancer humano H-460 (cédncer de pulmon).
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CAPITULO V. DISCUSION

El extracto etandlico estabilizado de hojas de Solanum hispidum Pers. fue obtenido
teniendo como referencia la polaridad de los extractos que ofrecen mayor nimero de

112,113 . Lo - 2 114,115
, mediante la técnica de maceracién ; los componentes

compuestos bioactivos
que se pueden encontrar en extractos polares son taninos hidrolizables, taninos
condensables, alcaloides, esteroides, aminas cuaternarias, antocianinas,
leucoantocianinas, cumarinas, antracenoides, flavonoides, chalconas, lactonas
insaturadas y antraquinonas; y son los extractos alcohdlicos (etandlico y metandlico) los

. . . s .. 115,116,11 p
solventes universales usados en investigacioén fitoquimica SH6HT Se us6 el extracto

etandlico considerando los criterios de selectividad, solubilidad, costo y seguridadl 15

Se realizo el estudio de solubilidad del extracto para verificar su solubilidad en
solventes apolares como el hexano, de baja polaridad como el éter dietilico, de
polaridad intermedia como cloroformo y acetato de etilo, de alta polaridad como el
etanol y metanol o polar como el agua; se evidencié que el extracto es soluble en
solventes de alta polaridad siendo concordante con lo sefialado por otros autores para

115,116
extractos crudos .

En el andlisis fitoquimico preliminar se determinaron la presencia de compuestos
fendlicos, taninos, flavonoides, esteroides, alcaloides y saponinas, metabolitos presentes
también en otras especies del género Solanum como Solanum nigrum’®. En el género

1 - 164 . 17,118
Solanum se encuentran con facilidad alcaloides™" y esteroides

que dan positivo a la

prueba de Liebermann-Burchard dando un color que va desde el azul hasta el verde en
i 112,11 . . .

extractos etandlicos 8, los alcaloides fueron encontrados en diversas especies como

. e 11 . . .
Solanum nigrum’ y Solanum crinitripes'"; estudios previos reportaron saponinas

6,120 3 4
© 7y Solanum dulcamara’; también fueron

esteroidales en Solanum hispidum Pers
encontrados con facilidad sapogeninas esteroidales en Solanum quitoense'! que
reportaron sapogeninas esteroidales en frutos verdes. En el presente andlisis fitoquimico
no se evidencié presencia de triterpenoides, alcaloides inddlicos (Erlich), glicésidos
cardioténicos ni quinonas o antraquinonas tampoco leucoantocianinas, estos resultados

. o . . 122
son compatibles con resultados similares en estudios de especie Solanum .

En el andlisis cromatografico por cromatografia en capa delgada se confirmé que el
extracto contiene esteroides y alcaloides, para la prueba de esteroides se obtuvieron

cinco manchas fluorescentes frente a la luz de la ldmpara UV con valores de Rf
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similares a otros estudios en extractos vegetales para esteroides (0.54, 0.65, 0.85, 0.96)99
y para esteroides alcaloidicos se tuvieron valores de Rf que fueron compatibles o
similares a los encontrados por otros estudios en la especie Solanum jamaicense como
solasodina (0.42), Solasodieno (0.71-0.72), diosgenina (0.62), Dieno de diosgenina
(0.75), yucagenina 0.33, yamogenina 0.66, tigogenina 0.69 y soladulcidina 0.77 y

clorogenina 0.35**.

La actividad antifingica del extracto etandlico de S. hispidum Pers fue evaluada para
validar el uso de esta especie en las zonas de coleccidon como antifingico basado en
.. , . . 6 . . L.
gran parte a su quimiotaxonomia y el uso etnomedicinal’, estudios fitoquimicos
mencionan que las saponinas esteroidales que poseen amplia distribucién en Solanaceas

. .. o . oo L 118,122
le confieren actividad antimicrobiana y antifiingica , las

Solandceas estudiadas que
demostraron actividad antiftingica son Solanum crysotrichuml, Solanum dulcamara3,
Solanum hispidum6 y Solanum nigrum®; otros autores sefialan como responsables de la
actividad antifingica a los flavonoides, glicésidos fendlicos y saponinas™''"’. En
referencia a los hongos de estudio C. albicans ATCC 10231, T. mentagrophytes ATCC
9533 y A. brasiliensis ATCC 16404; mediante el método de difusion en placa, especies
de Solanum como es el caso de S. nigrum también demostraron actividad antiftingica
para hongos como T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporium gypseum,
Candida albicanss; Solanum  crysotrichum fue activo pata T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. gypseum1’4; Solanum americatum 'y Solanum nigrescens
demostraron actividad para Epidermophyton flocossum, T. rubrum, T. mentagrophytesz,
mientras que Solanum xanthocarpum fue activo frente a Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus y Aspergillus niger’. Se usaron como controles nistatina, fluconazol y
ketoconazol, fairmacos muy usados en tratamiento de infecciones fungicas por estas

s o123, 124
especies

cuyo espectro de accion es variada, siendo nistatina activo para varias
especies del género Candida'”, ketoconazol es activo para levaduras del género
Candida asi como dermatofitos del género Ephidermophyton, Trichophyton y
Microsporum asimismo presenta actividad in vitro para hongos miceliales como los del
género Aspergillus, también el fluconazol posee actividad para hongos de los géneros
Candida, Trichophyton y Aspergillus, sin embargo para este hongo micelial existen
alternativas mds especificas como el itraconazol, griseofulvina y caspofungina'?®. El

método usado resulta util en el tamizaje de antiflingicosloo. La actividad del extracto

frente a Candida albicans ATCC 10231 se evidenci6 porque los didmetros de la zona de
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inhibicion fueron mayores a 18 mm, en comparacion con los controles fue ligeramente
mayor que el fluconazol pero mucho menor que la nistatina; frente a Aspergillus
brasiliensis también se obtuvieron halos superiores a 18 mm, la actividad fue
ligeramente mayor que el ketoconazol'®, el fluconazol no presenté actividad
significativa en el presente estudio y frente a Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533
los didmetros de las zonas de inhibicién fueron superiores a 18 mm, fue ligeramente
mayor que el ketoconazol, el fluconazol no demostré actividad para este
microrganismoloo. Cabe resaltar que éstos no son farmacos de eleccion en caso de

Apergilosis'>.

Al evaluar la CMI mediante el micrométodo colorimétrico en placas de microtitulacién,
para C. albicans se obtuvieron valores de CMI = 62,5 pg/mL, estos resultados indican
que el extracto tiene buena actividad para €ste hongo, estudios similares en Solanum
nigrum reportaron valores de CMI = 150 pg/mL utilizando método de difusién®, para
Aspergillus brasiliensis se determinaron valores de CMI = 250 ug/mL para el extracto
indicando que tiene moderada actividad antifungica frente a este hongo y para
Trichophyton mentagrophytes se determinaron que valores de CMI = 125 pg/mL
mostraron inhibicién del crecimiento fingico, estudio similar en Solanum nigrum
reporté actividad con CMI = 310 pg/mL para T.mentagrophytes®, los valores pueden
variar de acuerdo a la especie y metodologia utilizada, el método de microdilucién
colorimétrico en microplaca es un método recomendado por la CLSI principalmente en
dermatofitos y hongos filamentosos''° y ha sido usado con buenos resultados por otros

. . 104,12
investigadores'**'*’. Se usaron como controles ketoconazol y fluconazol.

La actividad citotéxica mediante el bioensayo MTT fue determinada para el extracto
etandlico de Solanum hispidum Pers, para este estudio se determind previamente la
esterilidad del extracto para evitar posibles interferencias en las respuestas por
contaminacion de las lineas celulares; para evaluar la actividad citotéxica se verificd
previamente la viabilidad celular mediante observacion en el microscopio invertido con
eosina 0,2% realizando el conteo respectivo en cdmara de Neubauer ademds se conservo
la evidencia fotografica de la morfologia inicial en la cual se observé integridad de la
membrana celular y de la morfologia posterior al tratamiento para evidenciar cambios o
dafios de las lineas celulares, en esta observacion se logra evidenciar dafos en las tres

lineas celulares con ruptura de la membrana celular, se usaron aumentos de 100x y
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400x; se realizaron lecturas en lector de microplacas después del tratamiento para
calcular el porcentaje de supervivencia celular y mediante estimacion de la curva dosis
respuesta usando el porcentaje de supervivencia celular calcular la CI 50; para linea
celular de céncer de colon HT 29 se obtuvo CI 50 = 17,28 ug/mL y para la linea celular
de céncer de pulmén H460 se obtuvo CI 50 = 22,17 ug/mL lo que indica que tiene
buena actividad in vitro para el cancer de colon y moderada actividad citotéxica in vitro
para el cincer de pulmén. Segin algunos autores son los esteroides que le confieren

. P . 118,122
actividad citotoxica y antitumoral

. Estudios previos reportaron citotoxicidad de
Solanum melongena con CI 50 entre 453 y 479 ug/mL para adenocarcinoma renal TK-
10, adenocarcinoma de mama MCF-7 y melanoma VACC-629, S. rostratum mostré CI
50 = 127,5 pg/mL en células Hela (linea celular de cancer cérvico uterino)lo, también
reportaron actividad ciototoxica Solanum crinitum y Solanum jabrense cuyos
flavonoides y alcaloides tuvieron actividad citotdxica en diferentes lineas celulares
tumoraleslzs, Solanum surattense demostrd actividad citotéxica para linea celular de

129 p - .
9'7"; ademds el extracto metandlico de Solanum nigrum

carcinoma pulmonar A54
también reporto actividad citotoxica con CI 50 entre 56,46 y 77,60 pg/mL para células
cancerigenas HepG2 y CT26 respectivamente'”, extractos hidroalcohélicos de Solanum

11,13,14 .z
, también las

nigrum tuvieron repuesta similar frente a la linea celular Hela
especies Solanum dulcamara® y Solanum aculeastrum'® reportaron actividad citotéxica
in vitro, los estudios en Solanum dulcamara fueron realizados en lineas celulares de
carcinoma mamario canino CF41.Mg en el cual se propone que existe un efecto
antiproliferativo mediante la disminucién de la expresion y promociéon de la
degradacion de andrégenos y pro-apoptdsico mediante activacion de la fosfatidilserina y
reduccion de la fosforilacion de la protein kinasa AKT, los estudios en Solanum
aculeastrum proponen un mecanismo de accion, en el cual los alcaloides y flavonoides
se difunden rdpidamente en la célula e interfieren en la membrana de las células
tumorales afectando la permeabilidad y posteriormente la sintesis de DNA y RNA otro
efecto podria ser la inhibicién de glicoproteina P (P-gp), en esta especie se encontrd una
CI 50 = 10,72 pg/mL para linea celular neuroblastoma SH-SYS; estudios también
refieren que Solanum hispidum tiene actividad citotéxica para células de diversos tipos
de cdnceres sin embargo no resultan citotxicas para células hematopoyéticas'”’. Los
medios de cultivo usados para la linea celular de cancer de colon HT-29 fueron RPMI

1640 suplementado con suero fetal bovino, para la linea celular de céncer pulmonar
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H460 fue Medio MEM vy para la linea celular normal fibroblastos 3T3 de origen murino
se usé DMEM, se trabaj6 en condiciones estdndar de 37°C 95% aire y 5% CO2, para la
prueba se sembr6 en cada pocillo 160 uL de medio con una concentraciéon de 40 000
celulas por pocillo para las lineas celulares cancerigenas y 20 000 para la linea celular
3T3, estudios fueron reportados anteriormente concentraciones menores como 3000
células por pozolmy 20000 células por pozom, cabe sefialar que el método MTT tiene

linealidad demostrada en concentraciones de 2000 a 50000 células por pocillo”'?

, este
método ha sido utilizado para evaluar lineas celulares cancerigenas HT-29 y H460
usando como control positivo el antineoplésico cisplatino y como una linea de control
normal 373",

Para el andlisis de la actividad citotoxica se usé como linea control fibroblastos 3T3 de
origen murino y como control positivo el farmaco doxorrubicina®**'*" de acuerdo a
estudios anteriores que mostraron buenos resultados'> y se evalué el efecto citotéxico
de DMSO en medio como control negativo'>. La concentracién de doxorrubicina fue
de 10uM basado en estudios de citotoxicidad anteriores que usaron concentraciones de
0,10 uM, 1 uM y 10 uM con porcentajes de supervivencia de 83%, 79% y 43%

. 1
respect1vamenteg6’ 09.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El extracto etandlico estabilizado de las hojas de Solanum hispidum Pers. presenta
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, esteroides, 10 alcaloides y 5 saponinas

esteroidales.

El extracto etandlico estabilizado de las hojas de Solanum hispidum Pers posee
moderada actividad antifingica in vitro mediante el método de difusién en placa contra
los hongos Candida albicans ATCC 10231, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533
y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, presentando zonas de inhibicién superiores a
18 mm (p valor < 0.05); las concentraciones minimas inhibitorias por el método de
microdilucion colorimétrico fueron de 125 pg/mL para Candida albicans ATCC 10231
y Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 y 250 ug/mL para Aspergillus brasiliensis

ATCC 16404, confirmando la actividad moderada para los hongos mencionados.

El extracto etandlico estabilizado de hojas de Solanum hispidum Pers posee actividad
citotoxica, mediante el bioensayo MTT, para las lineas celulares de cdncer humano HT-
29 y H460 evidenciandose reduccion dosis dependiente del porcentaje de supervivencia
celular para las lineas celulares HT-29 y para H460, la CI 50 determinadas fueron de

17,28 pg/mL y 22,17 ug/mL respectivamente.
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CAPITULO VIIL. ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion taxonénica de la especie Solanum hispidum Pers.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Museo de
Historia
Natural |
UNMS M

“Afio del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°053-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Jannelle Cyndi MENDOZA LEON,
egresada de la Maestria en Recursos Vegetales y Terapéuticos-Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, ha sido estudiada y clasificada como: Solanum hispidum Pers.
y tiene la siguiente posicion taxondmica, segun el Sistema de Clasificacién de
Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: SOLANALES
FAMILIA: SOLANACEAE
GENERO: Solanum
ESPECIE: Solanum hispidum Pers.

Nombre vulgar: “Nahui pashta”
Determinado por Mg. Asuncién Alipio Cano Echevarria y Blgo. Paul Gonzales Arce

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

estudios.
Fecha, 27 de abril de 2017
Mag. ASUNCION CTANO ECHEV
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS /
ACE/ddb
Av, Arenales 125§, Jestus Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Pera 265-6819, 619-7000 anexo 5703 http:/ /museohn.unmsm.edu.pe
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Anexo 2. Imagenes de la especie Solanum hispidum Pers
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Anexo 3. Imagenes de resultados de las principales pruebas realizadas

Solubilidad del extracto

Resultado taninos

Resultado flavonoides
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Resultados esteroides

Resultados alcaloides
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Anexo 4. Lecturas de absorbancia en el lector de microplacas Multiscan

4 | S

A 0,191 0,196 0,208 0,230 0,239 0,262 0,286 0,245 0,280 0,297 0,292 0,303
B 0,550 0,564 0,522 0,491 0,457 0,501 0,455 0,464 0,416 0,476 0,339 0,470
C 0,207 0,246 0,239 0,211 0,229 0,218 0,219 0,219 0212 0,217 0,221 0226
D 0,224 0,225 0,180 0,184 0,207 0,173 0,167 0,187 0,193 0,203 0,210 0,209
E 0,145 0,148 0,163 0,130 0,235 0,148 0,148 0,152 0,163 0,158 0,176 0,138
F 0,144 0,156 {0 0,160 0,160 0,141 0,149 0,269 0,180 0,205 0231 0,225
G 0,205 0,171 0,140 0,154 0,192 0,169 0,144 0,172 0,159 0,174 0,201 0,187

H 0,544 0,609 0,620 0,612 0,511 0,629 0,588 0,580 0,613 0,678 0,7

9 110 1112
A0;183 0,199 0,198 0,184 0,187 0,158 0,219 0,189 0217 0224 0,210 0215

B 0,698 0,691 0,684 0,640 0,632 0,668 0,459 0,459 0,503 0,446 0,474

€0,219 0,226 0,224 0,219 0,202 0,202 0,220 0,195 0,222 0,214 0,237 0,224
;) 0,244 0,262 0,216 0,210 0,234 0,196 0,194 0,186 0,213 0,225 0,244 0,235
E 0216 0,240 0,213 0,222 0,212 0,177 0,188 0,193 0,185 0,205 0,227 0,230
F 0,217 0,217 0,190 0,206 0,240 0,16 ,191 0,204 0,214 0,210 0,234
GU:309 0,278 0,234 0,281 0,255 0,307 0,247 0,280 0,288 0,278 0,215 0,229

H 0,639 0,699 6 0,488 0,426 0,421 0,440 0,408 0,494 0,489 0,466 0,427

Microplaca 2. Lectura de la absorbancia de las respuestas linea celular H460



Anexo 5. Productos biolégicos y medios de cultivo utilizados

Productos biologicos

Nombre Origen/Marca/pasaje Lote Conservacion (Fecha) Fecha de Viabilizacion
Candida albicans ATCC 10231 ATCC 10231/CNCC 2048320 -70 °C 2020-01-13
Aspergillus brasiliensis ATCC ATCC 16404/CNCC 2941764 -70°C 2020-05-24
16404
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533/CNCC 3318554 -70 °C 2020-06-30
ATCC 9533
Linea celular 3T3 CNSP/p-116 11004087 -190 °C (2017-10-11) 2020-12-21
Linea celular HT-29 CNSP/p-130 - -190 °C (2011-09-29) 2020-12-21
Linea celular NCI-H460 CNSP/p-140 - -190 °C (2011-09-29) 2020-12-21
Medios de cultivo
Nombre Origen/Marca Lote Conservaciéon Fecha de vencimiento
Agar Dextrosa Sabouraud OXOID 2326836 Ambiente 2023-05-31
(ADS)
Caldo dextrosa Sabouraud Lofilchem 071917502 Ambiente 2021-07-16
Peptona BD 7030896 Ambiente 2021-11-21
Caldo peptona cloruro sédico OXOID 2300690 Ambiente 2020-10-01
Medio MEM Sigma Aldrich SLBW4162 2°C-8°C
Medio Dulbecco’s (DMEM) Caisson 11180009 2°C-8°C 2022-11-30
Medio RPMI
RPMI con glutamina y sin Sigma Aldrich- polvo SLCC9741 2°C-8°C -
bicarbonato
Suero fetal bovino PAN/BIOTECH - polvo P2170108 —20°C 30-06-2022
Buffer MOPS (3-Morpholine Sigma Aldrich- polvo K51926529 003 Ambiente 31-10-2024
sulfonic acid)
Tripsina Caisson - liquido 08141006 2°C-8°C 31-10-2021
Piruvato de sodio Caisson - liquido 07191005 2°C-8°C 31-07-2021
MTT (Thiazolil blue Alfa Aesar - polvo A12503 Ambiente 25-04-2021
tetrazolium bromide)
Resazurina sal sédica Alfa Aesar - polvo 10232548 Ambiente 2023-05-31
Fosfato monobdsico de potasio Merck - polvo AM1090173 Ambiente 2022-04-01
Tween 80 Fischer Scientific - polvo 163994 Ambiente 2021-06




Anexo 6. Sustancias de referencia, solventes, reactivos, equipos e instrumentos utilizados

SUSTANCIAS DE REFERENCIA (Estandares)

Nombre Proveedor/Tipo/Potencia Lote Conservacion Fecha de vencimiento
Ketoconazol Medrock —Secundario- 99.2% T/C KET/11709322 <25°C 2022-08-30
Fluconazol Medrock —Secundario- 99.6% T/C IN0161600001 <25°C 2021-09-30
Nistatina InterPharma-Secundario-6167.4 TU/mg P1WS-N02-03 2°C-8°C 2020-12-14
Doxorrubicina GP Pharm-Secundario-98.8% T/C MP2098 15°C —30°C 2021-01-31
SOLVENTES Y REACTIVOS
Nombre Marca Lote Conservacion Fecha de vencimiento
Etanol MERCK K50289627 Ambiente 2021-05-31
Metanol JTBaker Y38C32 Ambiente 2023-09-14
Acetato de etilo JTBaker 0000192081 Ambiente 2022-12-26
Cloroformo JTBaker V08C56 Ambiente 2021-02
Eter dietilico Merck K50029121 Ambiente 2021-02
n-hexano Merck K53380591 15°C-25°C 2024-04-20
Dimetilsulféxido ACS Scharlau 19537505 15°C-25°C 2002-02
Hidréxido de sodio Merck/sélido B1556098 Ambiente 2021-04-30
Cloruro férrico. 6 H,0O CDH/polvo 080617 Ambiente Mayo 2022
Acido Tricloroacético JTBaker/cristales 0000134674 Ambiente 2021-05-30
EQUIPOS E INSTRUMENTOS
Equipo Marca/Laboratorio Vigencia Materiales Proveedor/Lote
Estufa MEMMERT/CNCC 2021-12 Microplacas 96 pocillos Cyto-one/ 1911504
Baiio termostético Ficher/CNCC Cédmara de Neubauer Brand
Rotaevaporador Buchi/CNCC Frascos de cultivo 25 cm’
Cabina de Bioseguridad Thermo Fisher Scientific/CNCC 2021-01 Papel filtro Whatman
Microscopio invertido NIKON ELIPSE TS 100/CNSP Pipeta multicanal Eppendorf
Multiskan lector de microplacas Thermo Scientific/CNSP 2020-12 Pipeta monocanal Eppendorf
Cabina de Bioseguridad Labconco/CNSP 2021-08 Regla metdlica Hope
Incubadora de CO, Scientific/CNSP 2021-07 Placas de microtitulacion USALAB/20190620
Balanza analitica Sartorius/CNCC Puntas de pipeta (tips) Eppendorf
Vernier (pie de rey) Mitutoyo/CNCC Placas de petri
Espectrofotémetro UV vis Agitador magnético Ika Werk




Anexo 7. Tratamiento estadistico de datos para actividad antifingica frente a Candida

albicans ATCC 10231

Grafica de valores atipicos de Nistatina (Control 1) Gréfica de valores atipicos de Fluconazol (Control 2)
| Prucba de Grubbs
Mo Mse G B
2480 230 150 088

Pructa de Grubis
Min. M: G P
| &M 040 140 dgw

. . . . ) ) . . L . * L}
28‘.5 290 25‘5 300 36.5 248 249 250 251 252 253
Nistatina (Control 1) Fluconazol (Control 2)

Grafica de valores atipicos de Extracto (Prueba)
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95 N 8
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o @ 707
2 80 Z s
5 t
§ 50 g 50
ol 5 40
a
a0 2 3p4
20 20
10 10
5 5!
1 ; y 1
280 285 250 295 30,0 305 310 315 246 247 248 243 250 251 252 253 254 255

Nistatina (Control 1) Fluconazol (Control 2)



Prueba de normalidad
Normal

Porcentaje
o
F

250 252 254 256 258 260 262 264 266 268
Extracto (Prueba)

Media 2589
DesvEst. 03503
N &
AD 0554

Valorp 0103

Prueba de igualdad de varianzas: Nistatina (C; Fluconazol (; Extracto (Pr
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, a = 0,05

Mistatina (Control 1) - i—'

Fluconazol {Control 2) - |—|

Comparaciones maltiples
Valorp 0,003
Prueba de Levene
Valorp 0,005

Extracto (Prueba) [

0.0

02

04

05

08

10

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Prueba t de 1 muestra para la media de Extracto (Pr
Informe de resumen

iEsla rnedia. mayor que 187 I

005 01 =05 | ; :

Tamafio de la muesra
Media

Limite inferior de 95%
Desviacién estandar
Objetivo

No

25333
25,646
036031
13

La media de Extracto (Pr es significativamente mayor que el objetivo (p
< 0,05).

Distribucion de los datos
iDdnde se encuentran los datos con respecto al objetivo?

R S .

Comentarios

» Prughba: Usted puede concluir que la media ez mayor que 13 en &l
nivel de significancia de 0,05,

+ IC: Cuantifica la inceridumbre asociada a la estimacidn de la
mediz a parir de los datos de las muestas. Usted puede estar 95%
segura de que la media verdadera es mayor gue 25,646

» Distribucidn de datos: Compare la ubicacidn de los datos con &l
objetivo. Busque datos poco comunes antes de interpratar los
resultados de la prusba.
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Anexo 8. Tratamiento estadistico de datos para actividad antifingica frente a Aspergillus

brasiliensis atcc 16404.

Grafica de valores atipicos de Fluconazol (Control 1)
Bructssde Grutibs
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Grafica de valores atipicos de Ketoconazol (Control 2)
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Prueba de normalidad

Normal
997 ]
Media 2501
Desv.Est. 03907
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g Media 25013
Si ' No R
- Limnite inferior de 95% 24,751
[P < goo1 Desviacién esténdar 020074
Ohjetiva 13
La media de Extracto (Pr es significativamente mayor que &l objetiva (p d
< 0,05).
Distribucion de los datos
iDonde se encuentran los datos con respecto al objetiva?
o Comentarios
i
: » Prueba: Usted puede concluir que la media es mayor que 18 en &l
: niviel de significancia de 0,05,
1 « IC: Cuantifica la incertidumibre asociada a la estimacién de la
: |'.) miedia a partr de los datos da las muestras. Usted puede estar 95%
: seguro de que |3 media verdadera es mayor que 24,751,
: » Distribucidn de datos: Compare la ubicazidn de los datas con el
: [ X1, X objetivo. Busque datos poco comunes antes de interpratar los
: resultados de la prusba.
1
1
1
1
1
1
1
1
|
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Anexo 9. Tratamiento estadistico de datos para actividad antifiingica frente a Trichophyton

mentagrophytes ATCC 9533.

Grafica de valores atipicos de Fluconazol (Control 1)
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T
| : : ;
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: + |C: Cuantifica |a inceridumbre asociada a la esimacion de la
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: segura de que la media verdadera es mayor que 22,036
: + Diswribucion de datos: Compare la ubicacidn de los datos con &l
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: resultados de la prueba.
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Anexo 10. Resumen del tratamiento estadistico de datos para actividad antifingica

Prueba Valores Normalidad Igualdad de Actividad del
atipicos varianzas extracto
Estadistico Grubbs Anderson- Levenne t de una
Darling muestra
Control 1 1.00 0.409
Control 2 0.888 0.683
Prueba 0.306 0.103
p valor p>0.05 p>0.05 0.005 0.001
Condicion p <0.05 p>0.05 p>0.05 p <0.05
Conclusion No Si No Si

El conjunto de datos no presenta valores atipicos (Hop= No hay valores atipicos en los datos,
se acepta), siguen una distribucién normal (Hy= Los datos siguen una distribuciéon normal,
se acepta), las varianzas no son iguales (Ho= Las varianzas son iguales, se rechaza) y la
prueba t de una muestra para media del extracto confirma que el extracto tiene actividad

antifingica ya que las medias de los tratamientos son mayores de 18 mm (Ho= Las medias

son < 18 mm, se rechaza).
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Anexo 11. Calculo de la CI 50 mediante analisis de regresion lineal

% de supervivencia celular

80.00%

75.00%

70.00%

65.00%

y =-0.0183x + 0.8163 60.00%
55.00%

50.00%

45.00%

40.00%

! 35.00%
30.00%

49 99 149 199 249 299

Concentracion pg/mL

% Supervivencia celular

Para HT-29, calculo de CI 50 a partir de la férmula de la ecuacién

y = —0.0183x + 0.8163

_0.8163-y

Despejando x
0.0183

Para determinar CI 50 reemplazar y = 0.50 entonces x =17, 28 pg/mL
% de supervivencia celular

90.00%

80.00%

y =-0.0167x + 0.8703

70.00%
60.00%
50.00%

40.00%

% Supervivencia celular

30.00%
49 99 149 199 249 299

Concentracién pg/mL

1
—

Para H 460, cdlculo de CI 50 a partir de la férmula de la ecuacién

y =—0.0167x + 0.8703

_ 0.8703-y

Despejando x
0.0167

Para determinar CI 50 reemplazar y = 0.50 entonces x =22, 17 pg/mL
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