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RESUMEN

La planta Trichilia hirta L. (Meliaceae) es utilizada tradicionalmente por pacientes con cancer como
recurso antitumoral. Por ello, los objetivos de este estudio fueron evaluar la actividad citotdxica de
extractos acuosos de hojas de Trichilia hirta sobre células tumorales e identificar mediante un
tamizaje fitoquimico las principales familias de fitocomponentes presentes en éstos. La actividad
citotoxica de los extractos se evalud sobre células de melanoma humano (SK-mel-3) y
adenocarcinoma humano de mama (T-47D). Las células epiteliales de rindn de mono verde
Cercopithecus aethiops (Vero) fueron utilizadas como control de células no tumorales. Los resultados
mostraron la presencia de triterpenos/esteroides, saponinas, cumarinas, azucares reductores, fenoles
y taninos, flavonoides y carbohidratos/glicésidos en los extractos. Los extractos acuosos de hojas
mostraron actividad citotéxica fundamentalmente sobre las células tumorales, lo cual contribuye a
explicar la mejoria referida por pacientes con cancer que consumen estos extractos de forma
tradicional.
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ABSTRACT

Trichilia hirta L. (Meliaceae) is traditionally used by patients suffering from cancer as an antitumoral
resource. Therefore, the objectives of this study were to evaluate the cytotoxic activity of water
extracts of Trichilia hirta leaves on tumour cells and identify through a phytochemical screening the
principal families of phytocomponents contained in these extracts. The cytotoxic activity of these
extracts was also evaluated on human melanoma cells (SK-mel-3) and human breast carcinoma (T-
47D). The African green monkey kidney (AGMK) cells Cercopithecus aethiops (Vero) were used as a
non-tumour cells control. The results showed the presence of triterpenes/steroids, saponins,
coumarins, reductor sugars, phenols and tannins, flavonoids and carbohydrates/glycosides in the
extracts. The water leaf extracts showed cytotoxic activity mainly on tumour cells, which

bvs.sld.culrevistas/ibi/vol32_1_13/ibi10113.htm 1/8



15/04/13 Actividad citotoxica de extractos acuosos de hojas de Trichilia hirta sobre células tumorales humanas

contributes to explain the referred recovery by patients suffering form cancer that traditionally
consume these extracts.

Key words: Trichilia hirta, medicinal plants, antitumor, cytotoxicity, phytochemicals.

INTRODUCCION

Numerosas especies de la familia Meliaceae son conocidas como medicinales. En particular, Trichilia
hirta L, denominada popularmente como "Jubaban”, ha sido utilizada tradicionalmente para tratar

diferentes patologias asociadas al sistema respiratorio y Ulceras externas;1 ademads, ha mostrado
actividad anti-inflamatoria.2 Esta especie ha sido empleada en la medicina popular y tradicional en

Venezuela como antitumoral.3 De forma similar, extractos acuosos de raiz de esta planta son
popularmente consumidos como recurso antitumoral por pacientes con cancer bajo tratamiento

oncolégico en Santiago de Cuba.? Sin embargo, se han realizado pocos estudios cientificos
relacionados con los posibles efectos medicinales de Trichilia hirta, y hasta la fecha no existen
referencias acerca de la actividad citotdxica directa de extractos de hojas sobre células tumorales.
Tomando en consideracidon estos antecedentes, el estudio estuvo dirigido a evaluar la actividad
citotoxica de extractos acuosos de hojas de Trichilia hirta sobre células tumorales y la identificacién
de las principales familias de fitoquimicos presentes en estos.

METODOS
Material vegetal

Se colectaron hojas frescas de la planta Trichilia hirta L. en el poblado de "El Caney" (Santiago de
Cuba). La clasificacién taxonémica de la planta fue realizada por especialistas del herbario del Centro
Oriental de Estudio de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO), donde se depositaron muestras de la

planta (BIOECO No. 1078). El material fue secado a temperatura ambiente (27-34°C) durante 14 dias
a la sombra, y posteriormente fue almacenado en lugar seco y fresco.

Obtencion de extractos acuosos
Para la obtencidn de los extractos se pesaron 100 g de hojas y se mezclaron con 1000 mL de agua
destilada, seguido de una decoccién durante 30 minutos. Los extractos acuosos obtenidos fueron

filtrados y conservados a 4°C hasta su uso.
Reacciones de identificacion fitoquimica

En los extractos obtenidos se determind la presencia/ausencia de alcaloides, triterpenos/esteroides,
saponinas, cumarinas, azucares reductores, fenoles y taninos, flavonoides y carbohidratos/glicdsidos
segun se describe en la Guia Metodoldgica de Salud Publica para la Investigacidon de las Plantas

Medicinales.?
Actividad citotoxica sobre las lineas celulares SK-mel-3, T-47D y Vero

En estos ensayos los extractos de hojas fueron estandarizados a 30 y 120 microgramos de soélidos
totales de extracto por mililitro de medio en los pocillos (ig/mL). Para la evaluacién de la actividad
citotoxica se utilizaron las lineas celulares SK-mel-3 (melanoma humano, ATCC HTB-69), T-47D
(adenocarcinoma humano de mama, ATCC HTB-133) y Vero (células epiteliales de rifidn de mono
verde Cercopithecus aethiops, ATCC CCL-81TM). Las células Vero se utilizaron como control de
célula no tumoral para obtener una aproximacion del posible efecto selectivo de los extractos sobre
células tumorales. Se utilizé el ensayo con bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)- 2, 5- difenil- 2H-
tetrazolio (MTT, Sigma, USA), el cual estd basado en la conversion de la sal de tetrazolio amarilla en
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cristales purpuras de formazan por células metabdlicamente activas.® Las lineas celulares fueron
mantenidas en medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) suplementado con 2 mM de L-glutamina y 10 %

de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich, USA) a 37 °C y 5 % de CO,. Las células fueron cultivadas en
placas de 96 pocillos (Sigma-Aldrich, USA) a una densidad de 10° células/mL durante 24 h.

Después de la adherencia celular, el sobrenadante fue eliminado y se aplicaron 100 iL de los extractos
previamente resuspendidos en medio de cultivo a concentraciones de 30 y 120 ug de sdlidos totales
de extracto/mL de medio en los pocillos (ig/mL). Después de 72 h de tratamiento el sobrenadante fue
eliminado y afiadié en cada pocillo 200 pL de la soluciéon de MTT (1 mg/mL) en RPMI 1640 (Sigma),
seguido de cuatro horas de incubacién a 37°C.

Los cristales de formazan fueron disueltos en 150 iL de dimetilsulféxido (DMSO, Gibco, USA). Los
valores de absorbancia fueron estimados en un lector de placas (Lab Systems Multiskan Plus, USA) a
540 nm. Se utilizaron dos controles: control negativo, conteniendo células sin tratamiento y un
control de fondo sin células, conteniendo extractos y medio de cultivo, el cual fue utilizado como
blanco para evaluar el efecto directo de éstos sobre la reduccion del MTT. La viabilidad celular fue
determinada mediante la siguiente féormula:

Viabilidad (%)= (absorbancia del tratamiento- absorbancia del blanco con extractos)/ (absorbancia
del control- absorbancia del blanco sin extractos) x 100.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media del porciento de viabilidad correspondiente a tres réplicas
+ error estandar de la media (p<0,05). Como los datos no cumplian con la homogeneidad de
varianzas, se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para probar la igualdad entre las

medianas de los tratamientos experimentales correspondientes a cada dosis ensayada v.s control.
Para los analisis se utilizé el programa SigmaPlot version 11.0 para Windows, Alemania.

RESULTADOS

Identificacion fotoquimica

El extracto acuoso de hoja mostrd un color carmelita oscuro de olor caracteristico y sabor amargo.
En la tabla 1 se muestran los resultados de los metabolitos secundarios determinados en el extracto.
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Tabla 1. Metabolitos secundarios determinados
en extractos acuosos de hoja de Trichilia hirta.

Fitoquimicos Hojas Raiz
Alcaloides = 3
Triterpenos/esteroides +++ ++
Chumarias + +
Saponinas ++ +++
Azlcares reductores ++ +++
Fenoles v taninos +++ ++
Flavonoides ++ +
Carbohidratos/ Glicasidos + ++

{3 Mo detectado; (+) Detectado:
{concentracion: + baja, ++ moderada, +++ alta).

Actividad citotoxica sobre células tumorales y no tumorales

El extracto acuoso de hojas mostro efecto citotéxico sobre las células de carcinoma de mama
humano (T-47D), las cuales exhibieron una viabilidad de 57 % y 52 % al ser tratadas con 30 y 120
ug/mL, respectivamente (Fig. 1). No obstante, en el caso de las células de melanoma humano (SK-
mel-3) el incremento de la concentracion del extracto no estuvo asociado a un mayor efecto
citotdxico sobre éstas (62 % y 70 %). Al ser tratadas con extracto acuoso de hojas (30 y 120
Mg/mL) las células no tumorales (Vero) mostraron una viabilidad celular del 70 % y 76 %
respectivamente, siendo menos afectadas que las células tumorales T-47D y SK-mel-3, aunque no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los efectos sobre las células Vero y las
tumorales (p<0,05).
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Fig. 1. Efecto del extracto acuoso de hojas de Trichilla hirta sobre
Iz viabilidad celular de células tumorales v no tumarales, Las
celulas fueron tratadas con 30 v 120 pg/mL del extracto durante
72 h, y la viabilidad celular determinada mediante el ensayo
colaorimetrico con el MTT.

Los resultados se expresan como la media del por ciento de viabilidad + error estandar de la media.
No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la prueba U de Mann-Whitney entre
las medianas de los tratamientos experimentales correspondientes a cada dosis ensayada en relacién
con el control.

DISCUSION

La planta Trichilia hirta ha sido utilizada tradicionalmente en sistemas de curacién populares de

Venezuela como antitumoral, 3 y en los Ultimos afios se ha incrementado el volumen de referencias
populares acerca de su uso entre pacientes con cancer como forma de tratamiento complementario o

alternativo en Santiago de Cuba.? Aunque los pacientes en Santiago de Cuba utilizan
fundamentalmente los extractos de raiz, se incluyd en este estudio el extracto de hojas teniendo en
cuenta dos criterios: la mayor parte de los estudios de actividad bioldgica de especies del género

Trichilia en el mundo, se han desarrollado con extractos de hojas,7 y por otra parte, el creciente uso
de extractos de hojas de Trichilia hirta forma tradicional en Santiago de Cuba.

En el caso del extracto acuoso de hojas de Trichilia hirta se detecto la presencia de triterpenos y
esteroides, los cuales podrian contribuir a la actividad citotéxica de estos extractos. Esta
interpretacion se sustenta en que estudios previos realizados con diferentes géneros de Meliaceae
han mostrado que de forma general los benzofuranos y terpenoides fueron responsables de la

actividad citotdxica.® De particular interés podrian ser los tetranortriterpenoides (conocidos como

limonoides) por ser caracteristicos de especies de Trichilia.® Estos compuestos han sido descritos
como potenciales agentes quimioprotectores y citotdxicos sobre células tumorales, aunque
posiblemente su aporte sea secundario, ya que han mostrado mejores efectos como antineoplasicos
cuando se administraron simultaneamente con farmacos antitumorales (vinblastina y taxol),

flavonoides o tocotrienoles.10

En un estudio previo realizado con Trichilia hirta no se detecté la presencia de saponinas en hojas o

tallo;11 en contraste, otros autores han referido la presencia de estos compuestos en hojas.12 Los
resultados obtenidos en este estudio apoyan la presencia de saponinas en extractos acuosos de
hojas de esta especie (tabla 1). Estos metabolitos podrian contribuir también a la actividad citotdxica
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de esta planta, ya que las saponinas han mostrado importantes efectos citotdxicos sobre células
tumorales A549, HelLa, HL-60, KB. No obstante, pueden tener elevada citotoxicidad y no siempre

muestran actividad antitumoral,13 por lo que algunas compafiias farmacéuticas evitan las saponinas
en los ensayos clinicos por considerarlas “moléculas que distraen” de los intentos de encontrar

compuestos con verdadera actividad antitumoral.14

Otros metabolitos identificados en extractos de Trichilia hirta y que han sido previamente estudiados
por sus efectos antitumorales son los flavonoides (tabla 1). Se ha observado que estos metabolitos
secundarios poseen actividad antitumoral sobre diferentes lineas celulares tumorales, ademas de

actividad antioxidante y adyuvante.15 Esto sugiere que los flavonoides son importantes candidatos
con actividad antitumoral y antioxidante, lo cual podria tener implicaciones en los extractos acuosos
de hojas de Trichilia hirta, favoreciendo asi la citotoxicidad sobre células tumorales.

Los carbohidratos también han sido estudiados por su potencial antitumoral. En este sentido, se ha
informado que los polisacaridos de Actinidia eriantha ejercen un efecto antitumoral e

inmunomodulador.16 La presencia de estos compuestos en extractos de Trichilia hirta pudiera ser
otro elemento que contribuya a explicar la actividad citotéxica sobre las células tumorales.

Los resultados mostraron que las células tumorales T-47D y SK-mel-3 tratadas con los extractos
acuosos de hojas de Trichilia hirta exhibieron menor viabilidad celular en comparacién con las células
no tumorales Vero (Fig. 1), y aunque no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre estos efectos, los datos sugieren que los extractos acuosos de esta planta pudieran mostrar
cierta selectividad sobre células tumorales, lo cual ha sido previamente observado con extractos

acuosos de raiz de esta especie.l” Los datos obtenidos indican la necesidad de determinar la
concentracion citotéxica media (CCsq) y el indice de selectividad de estos extractos sobre células
tumorales, como aspectos a considerar en posteriores estudios sobre la actividad antitumoral de
extractos de Trichilia hirta.

En uno de los estudios mas extensos realizados sobre actividad antitumoral de recursos naturales se
incluyeron aproximadamente 90.000 extractos de plantas marinas y terrestres. Entre ellos se
evaluaron 346 especies de la familia Meliaceae, de las que resultaron 35 activas, con un porciento de
éxito relativamente alto (10,1%). Entre los géneros con al menos una especie activa estuvieron
Cedrelopsis, Ekebergia, Entandrophragma, Gaurea, Malleastrum, Sandoricum, Trichilia, Turraea,

VaVaea, Xylocarpuss. Esto sefala que la familia Meliaceae podria tener potencial para la
identificacién de especies con actividad antitumoral.

Otros estudios han corroborado que especies del género Trichilia pueden ser citotdxicas para células
tumorales. Se observd que Trichilia cf. pleeana inhibié en un 16,2 % la viabilidad de la linea celular de

adenocarcinoma de colon KM-12,18 ademds compuestos aislados de Trichilia emetica inhibieron la

proliferacién de las lineas celulares tumorales MCF7 y S180.19 Estos estudios sugieren que la
actividad citotéxica observada con extractos acuosos de Trichilia hirta no es un fenémeno
dependiente de las condiciones ambientales especificas de un lugar en particular, sino que podria
estar asociado a los compuestos que estas plantas producen como parte de su metabolismo
secundario, entre ellos triterpenos/esteroides, saponinas, flavonoides y polisacaridos.

La aplicacién de extractos de hojas o raiz de plantas medicinales con un enfoque de terapia
multicomponente, en lugar de un solo fitoquimico, podria aportar mejores resultados que la mono-
terapia, ya que los componentes del extracto poseen diferentes mecanismos de accion. Ello aportaria
una eficacia sinérgica, asi como reduciria la dosis requerida de un componente individual en

comparacién con la mono-terapia y los efectos secundarios.20 Es por ello, que la presencia de
multiples familias de fitoquimicos en los extractos acuosos de hojas de Trichilia hirta podria
considerarse como un factor positivo que explica la actividad citotdxica de estos extractos e
incrementa ademas las potencialidades de obtener efectos antitumorales significativos. Estas
observaciones contribuyen a explicar la mejoria referida por pacientes con céncer que consumen
estos extractos de forma tradicional.
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Conclusiones

Se identificaron varias familias de fitoquimicos en los extractos acuosos de hojas de Trichilia hirta,
como: triterpenos/esteroides, saponinas, flavonoides y polisacaridos, todos con actividad antitumoral
referida en la literatura. Los extractos evaluados mostraron actividad citotéxica con alguna
selectividad sobre células tumorales, fundamentalmente sobre células de carcinoma de mama humano
T-47D. De este modo, los resultados obtenidos contribuyen a validar el uso tradicional y popular de
estos extractos como un recurso con posibles aplicaciones como antitumoral.
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