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RESUMEN 

Los linfomas son neoplasias hematopoyéticas, que se encuentran entre las principales 

causas de muerte en el mundo, y aunque el tratamiento con agentes 

quimioterapéuticos es alentador, el desarrollo de resistencia a los tratamientos impide 

la eliminación completa de las células transformadas y hace necesario desarrollar 

nuevas alternativas terapéuticas, como los compuestos fenólicos y lactonas 

sesquiterpénicas producidas por las plantas.  

En el presente trabajo se logró establecer un cultivo aséptico de semillas de Arnica 

montana, el cual fue empleado como fuente de explantes foliares para la inducción de 

callos. La combinación de reguladores del crecimiento vegetal que dio mejores 

respuestas morfogenéticas fue de 1 mg/L de picloram y 0.5 mg/L de cinetina. Los callos 

obtenidos se usaron para establecer un cultivo de células en suspensión de A. 

montana, que fue caracterizada cinética y fitoquímicamente, determinando que son 

estables, disgregables, de rápido crecimiento y con capacidad de producción de 

metabolitos secundarios.   

Los cultivos de células en suspensión de A. montana y de B. cordata, y el cultivo de 

raíces en suspensión de T. parthenium fueron utilizados para realizar extractos 

metanólicos y sus fracciones conteniendo metabolitos secundarios del tipo fenólico y 

terpénico con diferencias en la polaridad debido a los disolventes empleados con 

polaridad ascendente por medio de cromatografía en columna. Se realizó un análisis 

fitoquímico cualitativo y cuantitativo para obtener fracciones estandarizarlas y 

determinar su actividad citotóxica. Todas las fracciones probadas presentaron 

actividad citotóxica por medio de la prueba de azul de tripán, siendo las máximas 

concentraciones (20, 30 y 40 µg/mL) las que disminuyen en mayor medida la viabilidad 

celular de las células de linfoma (entre 80-14 % de viabilidad celular), la 

coadministración de las fracciones con el agente quimioterapéutico Vincristina, 

demostró que estas fracciones también tienen la capacidad de sensibilizar a la 

quimioterapia a las células de linfoma.   
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ABSTRACT 

Lymphomas are hematopoietic neoplasms, which are among the leading causes of 

death in the world, and although treatment with chemotherapeutic agents is 

encouraging, the development of resistance to treatments prevents the complete 

elimination of transformed cells and makes it necessary to develop new alternatives. 

therapeutic, such as phenolic compounds and sesquiterpenic lactones produced by 

plants.  

In the present work it was possible to establish an aseptic culture of Arnica montana 

seeds, which was used as a source of leaf explants for the induction of calluses. The 

combination of plant growth regulators that gave better morphogenetic responses was 

1 mg/L of picloram and 0.5 mg / L of kinetin. The corns obtained were used to establish 

a suspension cell culture of A. montana, which was characterized kinetically and 

phytochemically, determining that they are stable, disintegrable, fast growing and 

capable of producing secondary metabolites.  

The cultures of cells of suspension of A. montana and B. cordata, and the culture of 

roots in suspension of T. parthenium were used to realize methanolic extracts and their 

fractions containing secondary metabolites of the phenolic and terpene type with 

differences in the polarity due to solvents used with ascending polarity by means of 

column chromatography. A qualitative and quantitative phytochemical analysis was 

performed to obtain standardized fractions and determine their cytotoxic activity. All the 

fractions tested had cytotoxic activity by means of the trypan blue test, with the highest 

concentrations (20, 30 and 40 µg/mL) which most significantly decrease the cell viability 

of lymphoma cells (between 80-14 % cell viability), the co-administration of the fractions 

with the chemotherapeutic agent Vincristine, showed that these fractions also have the 

ability to sensitize chemotherapy to lymphoma cells.  
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ABREVIATURAS 

AA Actividad antioxidante  

AIA Ácido indolacético 

AIB Ácido indolbutírico  

ANA Ácido α-naftalenacético  

ANOVA  Análisis de varianza  

ATCC American type culture collection 

BAP Bencilaminopurina  

CCSAm Cultivo de células en suspensión de 

Arnica montana 

CCSBc Cultivo de células en suspensión de 

Buddleja cordata 

CF Compuestos fenólicos  

CRSTp Cultivo de raíces en suspensión de 

Tanacetum parthenium 

EAG Equivalentes de ácido gálico  

EMR Enfermedad mínima residual  

EP Equivalentes de partenólida  

EQ Equivalentes de quercetina  

EV  Equivalentes de verbascósido 

FvT Flavonoides totales 

GA3 Ácido giberélico  

GC-MS Cromatografía de gases-acoplado a 

masas 

GFPT   Glucósidos fenilpropanoides totales 

HLN Helenalina 

HPLC Cromatografía líquida de alta presión 

Kin Cinétina  

LNH Linfoma no-Hodgkin 

LS Lactonas sesquiterpénicas  

µ Velocidad especifica de crecimiento  

MAPK Proteínas cinasas activadas por 

mitógenos 

MS Murashige y Skoog  

NFAT Factor nuclear de las células T 

activadas 

NF-κB  Factor nuclear potenciador de las 

cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

Pic Picloram 

PTN Partenólida  

RCV Regulador del crecimiento vegetal  

VB Verbascósido  

2,4-D Ácido 2,4-diclorofenoxiacéti
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1 INTRODUCCIÓN.   

El cáncer, es la principal causa de muerte en países desarrollados y la segunda causa 

de muerte en países en desarrollo, este padecimiento se encuentra en aumento como 

resultado del crecimiento y el envejecimiento poblacional, así como de un incremento 

en la adopción de estilos de vida que incluyen fumar, el sedentarismo, y una mala dieta 

alimentaria (Jemal et al., 2011; Torre et al., 2016).  El cáncer se define como un 

crecimiento anormal de las células debido a su división celular y apoptosis 

descontrolada; estas células “malignas” pueden invadir otros tejidos en distintas partes 

del cuerpo. El cáncer no es una sola enfermedad, sino un grupo que está conformado 

por más de 100 distintos tipos de cáncer (Chavan et al., 2013). Se clasifica en 4 

grandes grupos de acuerdo con su origen en: epitelial, mesenquimático, 

neuroectodérmico y hematopoyético (Weinberg, 2007). En este último grupo, se 

encuentran los linfomas, un grupo heterogéneo de enfermedades proliferativas 

malignas del tejido linfoide con origen celular, morfología, citogenética, conducta 

biológica y respuesta al tratamiento variables, que puede diseminarse a otros tejidos y 

el pronóstico de supervivencia o curación depende de la variedad histológica, etapa 

clínica y tratamiento (Morales-Polanco, 2000). Los linfomas se clasifican en linfoma 

no-Hodgkin (LNH) y Linfoma de Hodgkin (LH), siendo los LNH los más frecuentes que 

el Linfoma de Hodgkin. El curso clínico de los LNH varía desde tipos rápidamente 

mortales, hasta otros quiescentes e inicialmente bien tolerados. El linfoma es tratado 

con quimioterapia citotóxica principalmente (Guillerman et al., 2011); aunque los 

resultados son alentadores, la aparición frecuente de resistencia a los medicamentos 

impide la eliminación completa de las células transformadas. Por lo tanto, es esencial 

desarrollar nuevas alternativas de tratamiento.  

La enorme diversidad de naturaleza química, junto con miles de años de la selección 

biológica, ha generado un vasto y poco explorado reservorio de estructuras químicas 

únicas con actividad biológica citotóxica de gran importancia (Lucas et al., 2010). Un 

gran número de agentes anticancerígenos combaten el cáncer a través diferentes 

mecanismos, como 1) la detención del ciclo celular, 2) inducción de apoptosis y 3) la 
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diferenciación, así como a través de la 4) inhibición del crecimiento celular y la 

proliferación, o una combinación de dos o más de estos mecanismos. Dentro de los 

compuestos que se han reportado ser prometedores agentes contra el cáncer se 

encuentran los compuestos fenólicos (CF), así como las lactonas sesquiterpénicas 

(LS) producidos por diferentes plantas, como A. montana y T. parthenium, 

pertenecientes a la familia Asteraceae y B. cordata perteneciente a la familia 

Scrophulariaceae (Shiffman, 2011; Abubakar et al., 2012; Orofino et al., 2012; 

Pourianezhad et al., 2016).  

Por lo que la fuerte y creciente demanda en el mercado actual por acceder a 

compuestos funcionales de origen natural, ha promovido el estudio y uso de cultivos 

de células vegetales, por tanto, los correspondientes desarrollos biotecnológicos 

juegan un papel importante en la búsqueda de alternativas en la producción de 

compuestos bioactivos (Karuppusamy, 2009).  

Los modelos de detección de citotoxicidad proporcionan importantes datos 

preliminares para ayudar a seleccionar extractos o fracciones de plantas con 

potenciales propiedades antitumorales para futuros estudios (Doudach et al., 2013). El 

objetivo del presente proyecto fue, evaluar la actividad citotóxica de fracciones de un 

extracto metanólico obtenido de cultivos in vitro de A. montana, T. parthenium y B. 

cordata, plantas productoras de lactonas sesquiterpénicas y compuestos fenólicos, 

sobre una línea celular de Linfoma no Hodgkin.   
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Generalidades del cáncer 

El cáncer se caracteriza por un crecimiento fuera de control de las células y la invasión 

a tejidos (metástasis), resultado de múltiples acumulaciones de mutaciones genéticas 

que desregulan los procesos de proliferación, diferenciación y sobrevivencia que 

ocurren en células normales (Schulz, 2007). El cáncer es causado por factores 

externos, como el fumar tabaco, infecciones por microorganismos y una mala dieta 

alimentaria, y por factores internos, como son las mutaciones genéticas heredadas, 

hormonas y condiciones inmunológicas, entre otros (Torre et al., 2016, Bray et al., 

2018). Estos factores pueden actuar juntos o en secuencia para dar origen al cáncer.  

De acuerdo con la American Cancer Society  (2015), se requieren aproximadamente 

10 años o más entre la exposición a factores externos y la detección del cáncer, y se 

han asociado seis alteraciones de las células que definen el potencial canceroso, las 

cuales corresponden a: 1) señales de crecimiento muy activas; 2) evaden la apoptosis; 

3) pérdida de la capacidad de respuesta a las señales de anti-crecimiento; 4) liberan 

sustancias al medio para la vascularización de tejidos; 5) invasión de tejidos y órganos; 

y 6) crecimiento replicativo ilimitado (Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010). 

La clasificación inicial del cáncer para su diagnóstico y pronóstico fue basada en la 

apariencia morfológica, pero esta metodología presentaba serias limitaciones, ya que 

los tumores con apariencia histopatológica similar podían presentar diferencias 

significativas en el curso clínico mostrando diferente respuesta a las terapias. 

Actualmente esta clasificación se basa en el uso de marcadores moleculares 

específicos (Golub et al., 1999). Las características histopatológicas usadas podían 

incluir: la integridad del tejido, la morfología celular atípica, el grado histológico, la 

expresión aberrante de proteínas y marcadores genéticos, la evidencia de 

transformación maligna, la senescencia y proliferación, las características del margen 

invasivo y la extensión de la vascularización (Galon et al., 2012).    
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El cáncer se clasifica en 4 grandes grupos de acuerdo con su origen en: epitelial, 

mesenquimático, neuroectodérmico y hematopoyético (Weinberg, 2007). Esta última 

categoría del cáncer puede involucrar casi cualquier componente celular del sistema 

inmune, pero los más comúnmente diagnosticados son: el mieloma múltiple, la 

leucemia linfocítica crónica (CLL) de linfocitos B, la leucemia mieloide aguda (AML) y 

la amplia categoría de LNH (Lucas et al., 2010). Este tipo de tumores se asocian a 

menudo con mutaciones que bloquean la maduración de la célula progenitora o que 

anulan su dependencia de los factores de crecimiento (Lagunas-Rangel, 2016). Los 

linfomas, son el conjunto de enfermedades neoplásicas de los linfocitos que ocurren 

en las fases extramedulares del desarrollo linfocitario, el origen de los diferentes 

linfomas dependerá de la estirpe y de la etapa en la que el linfocito inicie su proceso 

de malignización; son tumores derivados de células madre pluripotentes 

hematopoyéticas (linaje linfoide) y se caracterizan por aberraciones en los 

cromosomas, comúnmente tipo translocaciones que provocan la eliminación de la 

regulación negativa de protooncogenes (genes de células normales implicados en el 

ciclo celular, proliferación y apoptosis) al fusionarse con la secuencia promotora de 

otra proteína constitutivamente activa, generando los oncogenes (Sánchez de Toledo 

& Sábado, 2016; Schulz, 2007). Los linfomas se clasifican en linfoma de Hodgkin (LH) 

y no Hodgkin (LNH), y se diferencian en que sólo en los primeros están presentes las 

células Reed-Sterngberg, un tipo de células que se caracterizan por ser grandes y 

anormales que pueden contener más de un núcleo; por otra parte, el linfoma de Burkitt, 

un tipo de LNH es un linfoma raro predominantemente en adultos, principalmente en 

hombres, es altamente agresivo y clínicamente distintivo que requiere enfoques de 

tratamiento únicos (Armitage & Weisenburger, 1998), presenta la translocación t(8;14) 

que trae como resultado la hiperexpresión constitutiva del factor de transcripción MYC, 

que es un oncogén que promueve la proliferación de linfocitos B y la producción de 

linfomas de esta estirpe celular. Además, algunos tipos de linfomas pueden presentar 

diversas translocaciones que parecen activar las vías de supervivencia relacionadas 

con el factor nuclear ĸB (NF-ĸB), factor pro-apoptótico en células no cancerosas 

(Schulz, 2007; Avendaño & Menéndez, 2008). Un cuadro sintomático similar a la 
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leucemia puede desarrollarse hasta en el 50 % de los niños y alrededor del 20 % de 

los adultos con algunos tipos de LNH (Sierra & López, 2012).  

Hasta el momento no existe un método altamente eficaz para el tratamiento de cáncer, 

y un número representativo de pacientes bajo tratamiento no son curados y sólo se 

prolonga la sobrevivencia y el riesgo de recurrencia (Schulz, 2007; Avendaño-

Menéndez, 2008). Los tratamientos convencionales para la mayoría de los diferentes 

tipos de cáncer son la cirugía, quimioterapia y la radioterapia, los cuales pueden ser 

altamente tóxicos debido a su falta de selectividad sobre células cancerígenas, aunado 

a una baja eficacia del tratamiento debido a una progresión genéticamente inestable, 

donde nuevas mutaciones ocurren, lo cual confiere desarrollo de resistencia y 

requerimientos de dosis más altas; la selección de uno de ellos depende de la etapa 

en que se encuentre el cáncer (Schulz, 2007; Schlaepfer & Mendoza-Espinoza 2010; 

Pei et al., 2012). Por lo que, la adecuación de los tratamientos terapéuticos ha dado 

lugar al desarrollo de métodos moleculares sensibles como la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR y su variante RT-PCR), capaces de detectar la persistencia de 

células cancerígenas portadoras de genes anormales aún en niveles bajos 

denominada como enfermedad mínima residual (EMR) (Gabert et al., 2003). 

Adicionalmente, diversas investigaciones están llevándose a cabo para lograr un 

tratamiento efectivo contra el cáncer, encontrándose entre estas la sensibilización de 

las células cancerígenas a tratamientos convencionales mediante el empleo 

combinado de compuestos citotóxicos obtenidos de plantas (Schulz, 2007; Pei et al., 

2012).  

2.1.1 El cáncer como problema de salud pública  

El cáncer es considerado un serio problema de salud pública a nivel mundial ya que 

es de las principales causas de muerte y su incidencia representa casi el mismo índice 

de mortalidad; para el año 2018 se estimó un total de 18.1 millones de nuevos casos, 

de los cuales hubo 9.6 millones de defunciones; de este total, la incidencia y mortalidad 

depende de la zona geográfica, siendo los continentes Americano y Europeo aquellos 
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con el mayor porcentaje de incidencia, además del sexo del paciente (Fig. 1a-c). Las 

razones de dichas cifras son complejas, pero son reflejo tanto del envejecimiento como 

del crecimiento poblacional, así como los cambios en la prevalencia y distribución de 

los principales factores de riesgo del cáncer, asociados con el desarrollo 

socioeconómico (Bray et al., 2018), de manera que no hay una sola causa para el 

desarrollo del cáncer, es multifactorial, aunque es relevante destacar que el 80% de 

los tumores se deben a cambios en los genes por mutaciones adquiridas causadas 

por sustancias carcinogénicas ambientales como las radiaciones, tóxicos químicos, 

mala o deficiente alimentación, cuestiones hormonales, estrés, virus y bacterias, 

mientras que el 15% de los tumores se deben a mutaciones espontáneas, y el restante 

5% son por herencia familiar (Jaramillo, 2010). 

 

 

a) 
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Fig. 1. Estadísticas del cáncer en el mundo a) porcentaje de incidencia y mortalidad del cáncer por 
continente, y porcentaje y mortalidad por tipo de cáncer en b) hombres y en c) mujeres (tomado de Bray 
et al., 2018).  

En el caso específico de México, para el año 2015, la mortalidad por cáncer fue de 

85,201 casos reportados, los cinco Estados con la mayor mortalidad por número 

fueron: Estado de México (9,857), Ciudad de México (8,598), Veracruz (6,346), Jalisco 

(5,772) y Nuevo León (3,953) (Aldaco-Sarvide et al., 2018). Mientras que para el año 

2017, el cáncer fue la tercera causa de muerte (INEGI, 2018). Entre los tipos de cáncer, 

los linfomas no-Hodgkin son los tipos de cáncer con alta incidencia y en incremento en 

c) 

b) 
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la población (Fig. 2a-d) (Cuevas-Urióstegui et al., 2003, Meneses-García et al., 2012, 

Torres-Sánchez et al., 2014).  

 

 

Fig. 2. Incidencia del cáncer en México entre el periodo de 1980 a 2011, en hombres a) todos los tipos 
de cáncer y b) LNH, y en mujeres c) todos los tipos de cáncer y d) LNH; tomado de Torres-Sánchez et 
al., 2014.   

Actualmente gracias a los tratamientos convencionales sobreviven más del 90% de los 

pacientes diagnosticados con LH y de 90-95% en los casos localizados de LNH y de 

70-85% en los casos más avanzados o diseminados de LNH (Sánchez de Toledo & 

Sábado, 2016). Sin embargo, existe una población que es resistente a los fármacos y 

que eventualmente muere. Esto da pauta a la investigación y desarrollo de nuevas 

terapias alternativas que permitan al clínico ofrecer al paciente una alternativa 

terapéutica a esta población refractaria al tratamiento. Algunas de estas alternativas 

involucran compuestos bioactivos citotóxicos extraídos de plantas.  

2.2 Compuestos bioactivos derivados de plantas contra el cáncer  

Los compuestos bioactivos producidos en plantas forman parte de un grupo de 

compuestos conocidos como metabolitos secundarios (Mulabagal & Tsay, 2004), que 

a) b) 

c) d) 
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son compuestos de bajo peso molecular que participan en la adaptación de las plantas 

a su medio ambiente y que no afectan directamente a su desarrollo y crecimiento. 

Debido a su potencial actividad biológica, muchos metabolitos secundarios contenidos 

en el material vegetal de plantas medicinales, a través de diferentes preparaciones han 

sido usados en la medicina tradicional por siglos. Hasta ahora, cerca del 60% de 

fármacos contra el cáncer son hechos de metabolitos secundarios de plantas 

medicinales o de sus análogos semisintéticos (Wilson & Roberts, 2012).  

Los metabolitos secundarios de plantas se clasifican en tres principales categorías 

según sus rutas biosintéticas: terpenos, compuestos fenólicos y compuestos 

nitrogenados. Los terpenos se forman por la polimerización de unidades de isoprenos 

y esteroides, y se dividen en seis grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, 

triterpenos, tetraterpenos y esteroles. Por otro lado, entre los compuestos fenólicos se 

incluyen los ácidos fenólicos, coumarinas, flavonoides, taninos, lignanos, quinonas, 

estilbenos, curcuminoides, entre otros. Mientras que los compuestos nitrogenados son 

principalmente los alcaloides y glicósidos (Aválos & Pérez-Urria, 2009; Pérez-Alonso 

& Jiménez, 2011).  

En particular, las lactonas sesquiterpénicas (LS) y los compuestos fenólicos (CF) son 

metabolitos secundarios los cuales han mostrado efectos significativos contra el 

cáncer (Chadwick et al., 2013). Las LS son metabolitos terpenoides que han sido 

aisladas de especies vegetales pertenecientes a la familia Asteraceae, las cuales han 

mostrado actividad biológica significativa para sensibilizar células de tumores a 

tratamientos convencionales; se encuentran en casi todas las partes del cuerpo de la 

planta en concentraciones significativas y, generalmente se acumulan en células 

especializadas secretoras (laticíferos) o en vacuolas ante el estrés biótico (Chadwick 

et al., 2013). Estos compuestos son capaces de regular la expresión génica 

activando/desactivando factores de transcripción presentes de manera constitutiva en 

células cancerígenas (Gach et al., 2014). La partenólida (PTN), y la helenalina (HLN) 

son LS que han mostrado un efecto tóxico significativo sobre diversas células 

cancerígenas (citotoxicidad). Adicionalmente, especies de la familia Asteraceae 
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pueden producir compuestos fenólicos (Chadwick et al., 2013), de los cuales, algunos 

tienen la capacidad de inducir apoptosis al inhibir el factor NF-κB, o unirse a proteínas 

cinasas implicadas en las rutas de transducción de señales en procesos celulares 

fundamentales como el metabolismo, la proliferación celular, la diferenciación celular, 

la supervivencia, la migración o la angiogénesis (Soobratte et al., 2005), y también 

pueden ser sinérgicos en terapias convencionales anti-cáncer (Alipieva et al., 2014). 

El verbascósido (VB) es un compuesto fenólico que ha mostrado actividad anti-

proliferativa in vitro en células de tumor (Alipieva et al., 2014).  

2.2.1 Actividades biológicas de la partenólida 

La PTN (Fig. 3) induce la muerte celular (apoptosis) en diversas líneas celulares de 

cáncer (Tabla 1) con escaso efecto sobre aquellas del tipo normal (George et al., 

2012), además, mostró un efecto radiosensibilizador en células de cáncer de próstata 

(Pajak et al., 2008), y ha sido evaluada como fármaco (fase I) (George et al., 2012). 

Se ha encontrado que inhibe el factor de transcripción NF-κB y STAT-3, que en células 

cancerígenas donde actúan como anti-apoptóticos, y reduce la actividad de proteínas 

cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Pajak et al., 2008). La PTN en combinación 

con otros agentes como el 5-fluorouracilo o cisplatino ha mostrado toxicidad contra 

células cancerígenas como las de leucemias (Czyz et al., 2010; Se-Lim et al., 2013). 

  
Fig. 3. Estructura química de la partenólida  

 

A nivel molecular (Fig. 4), la acción citotóxica de este compuesto involucra diferentes 

mecanismos, está asociada con la inhibición del factor NF-κB y de la vía de 

señalización MAPK, inducción de estrés oxidante y disfunción mitocondrial, 
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modulación de la metilación del ADN e interfiere con los microtúbulos (Gach et al., 

2015). 

 

Fig. 4. Mecanismos moleculares que median la inducción de apoptosis por medio de la PTN (tomada 

de Orofino et al., 2012) 

La PTN ha mostrado en estudios in vitro inducir apoptosis, inhibir el ciclo celular y la 

proliferación, y disminuye la metástasis en varias líneas celulares de cáncer (Tabla 1). 

Tabla 1. Actividad citotóxica de la PTN en líneas celulares de cáncer 

Modelo 
biológico 

Tipo de cáncer IC50 (µM) o 
% de muerte 

celular 

Tiempo de 
exposición 

Referencias 

MCF-7/LCC1 
MCF-7/LCC9 

Mama  0.5 µM 24h Riggins et al., 2005 

SCK 
JCK 
Cho-CK 
Choi-CK 
SK-MEK-5 
SK-MEL-2 
A549 
NCIH522 

Colangiocarcinoma 
 
 
 
Melanoma  
 
Pulmón  
 

10µM - 49.5% 
            35.2% 
            30.3% 
            35.5 % 
            62% 
            54.5% 
            32.5% 
            22.7% 

72h Jong-Hyun et al., 
2005 

HBL-100 
MDA-MB-231 

Mama  2 µM – 13.5% 
5 µM – 24% 

24h Sweeney et al., 
2005 

BxPC-3 
MIA-PaCa-2 
PANC-1 

Páncreas 6 µM 
2 µM 
8 µM 

48h Yip-Schneider et 
al., 2005 

Hep3B 
HepG2 
PLC 

Hepatocarcinoma  ~6-7 µM 
 
˃10 µM 

72h Ralstin et al., 2006 

A549 
TE671 
HT-29 

Pulmón 
Meduloblastoma 
Adenocarcinoma de colon 

4.3 µM 
6.5 µM 
7.0 µM 

96h Parada-Turska et 
al., 2007 
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U87MG Glioblastoma  20 µM – 30-
40% 

24h Anderson & 
Bejcek, 2008 

MCF-7 
(esferoides) 

Mama  1 µM – 33.2% 72h Zhou et al., 2008 

BxPC-3 Páncreas  14.5 µM 48h Liu et al., 2010 

U373 
U87 
U138M6 
C6 

Glioblastoma  13 µM 
17 µM 
22 µM 
29 µM 

36h Zanotto-Filho et 
al., 2011 

SW480 Colon  30 µM 24h Se-Lim et al., 2013 

U87MG Glioblastoma 5 µM - 15% 
10 µM - 65% 

48h Nakabayashi & 
Shimizu, 2012 

MCF-7 
MDA-MB-231 

Mama  9.5 µM 
8.0 µM 

48h Wyrębska et al., 
2013 

DMBC2; 8; 9; 10 
y 12 

Melanoma  24 µM – 25-
40% 

48h Czyz et al., 2013 

HepG2 Hepatoblastoma 9.3 µM 48h Sun et al., 2014 

MCF-7 
MDA-MB-231 

Mama  17.6 µM 
16.6 µM 

48h Lu et al., 2014 

MCF-7 Mama  9.5 µM 24h Gach et al., 2015 

 

2.2.2 Actividades biológicas de la helenalina  

La HLN (Fig. 5) ha demostrado inhibir el factor de transcripción NF-ĸB, y fue citotóxico 

para células de cáncer de pulmón GLC4 con un IC50 de 0.5 µM (Woerdenbag et al., 

1995). El mecanismo de acción asocia a que dicha lactona sesquiterpénica inhibe la 

activación de NF-κB y NF-AT, y como consecuencia, se disminuye la producción de 

citocinas inflamatorias, lo cual previene el reclutamiento de células inmunitarias, 

células T y B, así como macrófagos y neutrófilos, reduciendo así la inflamación. La 

HLN se une directamente al grupo tiol en el aminoácido cisteína en el NF-κB y NF-AT, 

bloqueando su actividad como factores de transcripción e induciendo apoptosis 

(Chaturvedi, 2011). Tanto como la estructura α-metilen-γ-lactona y ciclopentenona α,β-

insaturada en la HLN están involucradas en este mecanismo (May, 2013). La actividad 

citotóxica de LS aisladas ha sido demostrada en líneas celulares de cáncer en las 

líneas GLC4 (carcinoma de pulmón humano) y COLO320 (cáncer de colon humano). 

Además, la helenalina muestra efecto inhibitorio sobre la 5-lipoxigenasa y leucotrieno 

C4 sintasa en células sanguíneas humanas (Petrova et al., 2012). También se 
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demostró la actividad citotóxica de la HLN en células T47D (cáncer de mama) 

combinado con β-ciclodextrina (mejora la estabilidad y solubilidad) durante 24, 48 y 72 

h, encontrando un IC50 de 2.0, 1.6 y 1.4 µM, respectivamente, de manera que la 

respuesta fue dependiente de la dosis y del tiempo de exposición (Ghasemali et al., 

2013).  

 

Fig. 5. Estructura química de la helenalina 

2.2.3 Actividades biológicas del verbascósido 

El verbascósido es un fenilpropanoide glicosilado (Fig. 6), el cual se ha reportado que 

induce apoptosis modulando la respuesta telómero-telomerasa en la línea celular de 

leucemia promieloide humana HL-60, donde inhibió su proliferación bloqueando 

cliclinas y proteínas cinasas dependientes de ciclinas reguladoras del ciclo celular 

(Alipieva et al., 2014). También se ha determinado su efecto antiinflamatorio en vías 

reguladas por el factor NF-κB al inhibirlo; posee actividad antiinflamatoria, 

fotoprotectora, antioxidante y antibacteriana (Vertuani et al., 2011; Alipieva et al., 

2014), de igual manera disminuye las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno 

inhibiendo la peroxidación de lípidos y reduce la activación del NF-ĸB y su 

translocación al núcleo modulando así las reacciones inflamatorias (Esposito et al., 

2010; Carrillo-Ocampo et al., 2013). 

En un ensayo de citotoxicidad con la línea celular de leucemia promielocítica humana 

HL60 se encontró una IC50 de 60 µM a 72 h de tratamiento usando el estándar de 

verbascósido (Anter et al., 2014). 
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Fig. 6. Estructura química del verbascósido 

2.3 Especies de plantas productoras de LS y CF 

2.3.1 Arnica montana  

2.3.1.1 Descripción botánica  

Es una planta originaria de Europa central y meridional, actualmente también se 

encuentra en Asia y América del Norte. Es una planta perene, de tallo erguido que 

alcanza los 15 a 60 cm de altura y sus hojas ovales forman una roseta basilar en el 

suelo. Las flores de color amarillo son grandes y terminales, tallo hueco, velloso y 

áspero, ramas colocadas de 2 en 2, simples, derechas, desnudas. Las hojas son 

ovaladas y ásperas por encima y lampiñas por el envés. Las semillas de color pardo, 

con un vilano que las rodea. Las flores y la raíz tienen sabor acre, aromático y olor 

fuerte, que hace estornudar (Fig. 7) (del Puerto et al., 2013).   
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Fig. 7. Descripción morfológica de A. montana  

2.3.1.2 Importancia medicinal y farmacológica  

Las flores son extensamente usadas para el tratamiento tópico de moretones, 

reumatismo, osteoartritis, osteoartrosis y esguinces en preparaciones 

fitofarmacéuticas como son ungüentos, cremas y geles (del Puerto et al., 2013). 

También se ha reportado que tiene potencial para su uso por su actividad antioxidante, 

antibiótica y citotóxica, así como un efecto colerético y colagogo, aunque es usado casi 

exclusivamente por su efecto antiinflamatorio, especialmente en los estados 

inflamatorios iniciales (Petrova et al., 2012; Pljevljakušić et al., 2012). 

2.3.1.3 Constituyentes químicos 

Alrededor de 150 sustancias biológicamente activas han sido aisladas e identificadas. 

Las más importantes de ellas son las lactonas sesquiterpénicas; la HLN se ha 

determinado en Arnica montana (Petrova et al, 2012). También contiene flavonoides 

en su forma de glucósidos (apigenina, hispidulina, eupafolina, kaempferol y 

quercetina), glucorónidos y agliconas; aceites esenciales, compuestos de ácidos 

grasos, derivados del timol, monoterpenos y sesquiterpenos. Otros constituyentes son 

los caroteniodes, diterpenos, arnidiol (un triterpeno), alcaloides (tusilagina e 
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isotusilagina), poliacetilenos, cumarinas (umbeliferona y escopoletina), ácidos 

fenólicos (ácido clorogénico, ácido caféico y cinarina), lignanos (Jurkiewicz et al., 2010; 

Petrova et al., 2012; Nikolova et al., 2013).  

En el aceite esencial de raíces y rizomas de A. montana se identificaron 35 compuestos 

de un total de 38 detectados, el grupo predominante de compuestos fueron los 

hidrocarburos aromáticos, principalmente oxigenados, todos los compuestos fueron 

identificados como derivados del timol. Los principales constituyentes fueron: 2,5-

dimetoxi-p-cimeno, timol metil éter, p-metoxiheptanofenona y 2,6-diisopropilanisola. 

Los terpenos estuvieron presentes en bajas cantidades; se encontró transcariofileno y 

germacreno D. El rizoma contiene cantidades mayores de timol metil éter, p-

diisopropil-benceno, acetato de pincoteno, p-metoxiheptanona, p-cimeno y α-

felandreno, mientras que las raíces contenían cantidades mayores de 2,5-dimetoxi-p-

cimeno, 2,6-diisopropilanisola, 7-epi-silfiperfol-5-eno y α-isocomeno (Pljevljakušić et 

al., 2012).  

Los principales constituyentes de las flores son las LS del tipo pseudoguayanolido y le 

confieren principalmente el efecto farmacológico de este órgano. Se han determinado 

también flavonoides, aceite esencial, poliacetileno, polisacáridos y triterpenos. Las LS 

consisten principalmente de esteres de HLN y 11α,13-dihidrohelenalina con ácidos 

grasos de cadena corta como son acético, isobutírico, isovalérico, metacrílico y tíglico. 

Estos compuestos son conocidos como helenanólidos (May, 2013). En un extracto 

etanólico usando flores, analizado por HPLC se encontraron quercetina, rutina, 

apigenina y ácido clorogénico, con valores de 1.881, 1.186, 0.501 y 0.309 mg/g del 

extracto, respectivamente; así como otros constituyentes en menor cantidad que son 

el ácido gálico, ácido caféico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, luteolina y miricetina 

(Craciunescu et al., 2012).  

En un extracto metanólico de hojas se identificaron los siguientes compuestos: ácido 

5-cafeoilquínico (ácido neoclorogénico), ácido 3,5-dicafeoilquínico (ácido 

isoclorogénico), ácido 1,5-dicafeoilquínico (cinarina), ácido 1-cafeoil-3-feruloilquínico, 
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ácido 1-cafeoil-4-feruloilquínico, ácido 1,3-dicafeoil-4-metoxioxaloilquínico y ácido 3,5-

dicafeoil-4-metoxioxaloilquínico (Jaiswal et al., 2011).  

Mediante el análisis de GC-MS de una fracción polar de raíces transformadas de A. 

montana se encontró la presencia de 48 compuestos pertenecientes a diferentes 

clases de metabolitos: la flavona (crisina), ácidos fenólicos (ácido cafeíco, ácido 4-

hidroxifenilactico, ácido protocatequico, ácido 2-fenil láctico y ácido m-

hidroxibenzóico), ácidos orgánicos (ácido γ-hidroxibutírico, ácido malónico, ácido 

fumárico, ácido málico, ácido succínico, ácido α-hidroxiglutárico, ácido L-(+)-tartárico, 

ácido 2-ceto-l-gluconico, ácido isocítrico y ácido galáctico), ácidos grasos (palmítico, 

mirístico, linoléico, esteárico, trans-13-octadecanóico y araquidónico) y éteres de 

ácidos grasos (2-monostearin trimetilsilil éter y 1-monolinoleoilglicerol trimetilsilil éter), 

un esterol (β-sitosterol trimetilsilis éter). En el caso de la fracción no polar de las raíces 

transformadas se encontró la presencia de 22 compuestos, de los cuales destacan por 

su alto contenido la bis(trimetilsilil)monostearina y 1-monopalmitintrimetilsilil éter 

(Petrova et al., 2015).  

2.3.2 Tanacetum parthenium 

2.3.2.1 Descripción botánica 

Es una hierba perenne originaria de Europa que crece hasta 1 m de alto. Sus tallos 

son más o menos ramificados, erectos, con pelillos y glándulas. Sus hojas están 

alternas, pecioladas, de hasta 10 cm de largo, de contorno elíptico a anchamente 

ovado, divididas en segmentos que a su vez se dividen, cubiertas de pelillos y con 

punteaduras glandulares en su superficie. Tiene inflorescencias, compuestas de 

numerosas cabezuelas agrupadas en panículas redondeadas, sobre pedúnculos hasta 

de 8 cm de largo. Flores del disco hermafroditas, ubicadas en la parte central; la corola 

es un tubo que hacia el ápice se ensancha y se divide en 5 lóbulos, de color amarillo 

y de aproximadamente 1.5 mm de largo; los estambres alternos con los lóbulos de la 

corola, sus filamentos libres e insertos sobre el tubo de la corola, las anteras soldadas 

entre sí formando un tubo alrededor del estilo, con un apéndice conspicuo en el ápice 
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y la base obtusa; ovario ínfero. El fruto es seco y no se abre (indehiscente), contiene 

una sola semilla, se le conoce como aquenio (o cipsela), es cilíndrico, de 

aproximadamente 1.5 mm de largo, con 5 a 10 costillas longitudinales, sin pelillos; en 

el ápice del fruto se presenta una estructura llamada vilano en forma de corona 

diminuta (Fig. 8) (McVaugh, 1984; Rzedowski-Rzedowski, 2001).   

  

Fig. 8. Descripción morfológica de T. parthenium 

2.3.2.2 Importancia medicinal y farmacológica 

Esta planta ha sido usada en la medicina tradicional para el tratamiento de condiciones 

de inflamación, mareo, artritis, fiebre, desordenes menstruales, migraña, epilepsia, 

reumatismo y ha presentado actividad anti protozoaria y anticancerígena (Tiuman et 

al., 2005; Izumi et al., 2008; Asgari & Parvin, 2013).    

2.3.2.3 Constituyentes químicos  

Se han identificado alrededor de 30 LS en T. parthenium, tales como la PTN, 

artecanina, artemorina, balcanina, canina, costunólido, 10-epicanina, epoxiartemorina, 

1-β-hidroxiarbusculina, 3-β-hidroxicostunólido, 8-α-hidroxiestagiatina, 8-β-

hidroxireynosina, 3-β-hidroxipartenólida, manolialida, reinosina, santamarina, 

epoxisantamarina, secotanapartenólida A, secotanapartenólida B, tanapartina-α-
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peróxido y 3,4-β-epoxi-8-deoxicumambrina B, entre otras (Majdi et al., 2011; Pareek et 

al. 2011).  La PTN es el mayor constituyente de Tanacetum parthenium (L.) (George 

et al., 2012). 

También se han encontrado los siguientes compuestos: 6-hidroxicamferol 3,6-dimetil 

éter, tanetina, quercetagetina 3,6-dimetil éter, quercetagetina 3,6,3´-trimetil éter 

(acompañado por el isómero 3,6,4´-trimetil éter), quercetina, apigenina, apigenina 7-

glucurónido, luteolina, luteolina 7-glucurónido, crisoeriol, santina, jaceidina, 

centaureidina, cumarina isofraxidina, el 9-epipectacol B y el (2-gliceril)-O-

coniferaldehído a partir de raíces (Banthorpe et al., 1989; Pareek et al., 2011). Así 

como el alcanfor, canfeno, p-cimeno, acetato de bornilo, tricileno, α-tujeno, α-pineno, 

β-pineno, α-felandreno, α-terpineno, γ-terpineno, crisanteona, pinocarvona, borneol, 

terpineno-4-ol, ρ-cimen-8-ol, α-terpineol, mirtenal, carvacrol, eugenol, acetato 

transmirtenol, isobornil 2-metil butanato y óxido cariofileno (Shafaghat & Salimi, 2008; 

Pareek et al., 2011).  

2.3.3 Buddleja cordata 

2.3.3.1 Descripción botánica 

Buddleja cordata Humb. Bonpl. & Kunth (Buddlejaceae), comúnmente conocida como 

tepozán es una especie dioica que va de arbusto a árbol, midiendo de 1 a 20 m de 

altura; sus hojas son de 10 a 15 cm de largo, pecioladas, de base ancha generalmente 

redondeada o subcordada, borde entero o aserrado, angostamente lanceoladas o 

aovadas en la punta, haz color verde claro y envés pubescente; flores pequeñas 

amarillas y aromáticas agrupadas en amplias panículas terminales, corola amarillenta, 

generalmente con un toque anaranjado en la garganta. Se distribuye ampliamente en 

México desde los estados del norte de Sinaloa, Chihuahua y Durango hasta los 

estados del sur de Oaxaca y Chiapas (Fig. 9) (Aguilar-Rodríguez et al., 2006; Martínez, 

1989; Sánchez, 1980; Gallardo-Vázquez, 1994).  
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Fig. 9. Descripción morfológica de B. cordata  

2.3.3.2 Importancia medicinal y farmacológica  

Las hojas son empleadas como infusión para tratar la diarrea, dolor de cabeza, 

reumatismo, dolor de cintura, calambres musculares, enfermedades de la piel e 

inflamaciones, hemorragias nasales e infecciones intestinales (Gallardo-Vázquez, 

1994; Rodríguez-Zaragoza et al., 1999); la decocción de raíces y corteza son usadas 

como diurético y para tratar afecciones de riñón (Martínez, 1989). También se le han 

encontrado propiedades antipiréticas, analgésicas, antimicrobianas, amebicidas, 

antiparasitarias y un efecto neuroprotector (Pérez-Barrón et al., 2014). 

2.2.1.3.3 Constituyentes químicos 

Se han encontrado principalmente compuestos fenólicos como flavonoides y 

fenilpropanoides y son particularmente abundantes la siringina, linarina y VB (Avila et 

al., 2014). Otros compuestos identificados son los ácidos hidroxicinámicos: p-

cumárico, caféico, ferúlico y sinápico; terpenos como aucubina y buddledina A 

(Estrada-Zúñiga et al., 2019).  
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2.4 Cultivo de tejidos vegetales para la obtención de compuestos bioactivos  

Las aplicaciones biotecnológicas, particularmente el cultivo de tejidos vegetales 

(también conocido por cultivo vegetal in vitro) juega un papel importante en desarrollar 

alternativas para la producción de sustancias medicinales deseables a partir de 

plantas. El cultivo vegetal in vitro permite la producción de metabolitos secundarios 

bajo condiciones controladas y una producción segura, predecible e independiente de 

condiciones de suelo o clima (Mulabagal & Tsay, 2004). La acumulación de 

metabolitos secundarios puede ser mejorada con la aplicación de diferentes factores 

de estrés, seleccionando las líneas celulares altamente productoras, empleando 

sustancias precursoras y técnicas de inmovilización (Hussain et al., 2012). Los cultivos 

de callos y de células en suspensión son fuente de sustancias biológicamente activas 

de valor económico, por su rápido crecimiento y acumulación de biomasa. La cantidad 

de callo inducido depende del genotipo de la planta, el tipo de explante y los 

constituyentes del medio de cultivo, como los reguladores de crecimiento vegetal. La 

alta capacidad biosintética de cultivos en suspensión para su cultivo en grandes masas 

fue probada a nivel biorreactor, lo cual hace factible el cultivo a gran escala por su 

estabilidad a largo plazo como fuente confiable de metabolitos secundarios (Petrova 

et al., 2012).  

2.4.1 Cultivo de tejidos vegetales en A. montana, T. parthenium y B. cordata 

Debido a que se han reportado fluctuaciones en la producción de metabolitos 

secundarios, tales como las LS o los CF, por las especies A. montana, T. parthenium 

y B. cordata (Chadwick et al., 2013; Grech-Baran, 2012; Petrova et al., 2012), se han 

establecido cultivos de tejidos vegetales para dichas especies con el objetivo de 

producir dichos compuestos de manera controlada (Brown et al., 1996; Grech-Baran, 

2012; Petrova et al., 2012).  

Para lo cual se realizó la micropropagación in vitro de semillas de T. parthenium en 

medio MS conteniendo 0.2% de ácido giberélico (GA3). Los explantes fueron cultivados 

in vitro en medio MS usando diferentes reguladores del crecimiento vegetal (0.5, 1 y 2 
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mg/L de BAP, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L de ANA y combinaciones de ambas) y fuentes de 

carbono (sacarosa, glucosa, fructosa y almidón a 12.5, 25 y 50 g/L). El contenido de 

PTN en diferentes cultivos de brotes establecidos fue analizado y comparado con el 

presente en plantas crecidas a campo abierto. Los resultados revelaron que usando 

MS al 50% conteniendo 50 g/L de glucosa o fructosa como fuente de carbono y 0.5 

mg/L de bencil-aminopurina (BAP) se obtiene un mayor contenido de PTN (0.127 

mg/g) que el encontrado en plantas crecidas a campo abierto (0.098 mg/g) (Rateb et 

al., 2007).  

Por otra parte, los cultivos in vitro de Buddleja cordata fueron establecidos a partir de 

explantes foliares con la finalidad de producir fenilpropanoides con propiedades 

terapéuticas. Se indujo callo con 0.1 mg/L de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 

0.5 mg/L de cinetina (Kin), así como raíz indirecta con ácido naftalenacético (ANA) y 

Kin. El verbascósido fue el fenilpropanoide mayoritariamente producido en los cultivos 

in vitro con 68.29 mg/g de biomasa seca en raíces y 86.26 mg/g en callo, superior al 

encontrado en hojas de B. cordata crecida a campo abierto: de 10.10 mg/g (Estrada-

Zúñiga et al., 2009).  

2.5 Bioensayos de citotoxicidad con líneas celulares de cáncer  

Tanto los estudios de ciencia básica como los ensayos clínicos son componentes 

necesarios en el proceso del descubrimiento y evaluación de fármacos para el cáncer 

(Voskoglou-Nomikos et al., 2003). Las líneas celulares de cáncer humano representan 

uno de los pilares de la biología del tumor y del descubrimiento de fármacos a través 

de una manipulación experimental fácil (Barretina et al., 2012). La rápida expansión 

del uso de líneas celulares de cáncer para predecir la eficacia clínica de nuevos 

agentes ha influenciado el curso del desarrollo de drogas y ahora es una importante 

herramienta para la industria biotecnológica y farmacológica, en donde los esfuerzos 

son enfocados aceleradamente a terapias dirigidas a blancos moleculares en cáncer. 

Resultados recientes han demostrado que las líneas celulares derivadas de tumores 

retienen en gran parte las características genómicas del tumor primario, reforzando 
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aún más la validez de las aproximaciones en el descubrimiento clínico significativo que 

correlaciona la genética celular del tumor y su sensibilidad o resistencia a las drogas 

(Gillet et al., 2011). Los tumores primarios de donde son originarias las líneas celulares 

implican que son sustitutos genéticamente válidos de tumores in vivo (Sharma et al., 

2010). El desarrollo de nuevos agentes más efectivos es esencial para el progreso de 

la quimioterapia para el cáncer. Por lo tanto, las líneas celulares son una gran 

herramienta para predecir los mecanismos de acción de nuevos compuestos (Yamori, 

2003).  
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3 JUSTIFICACIÓN.  

El linfoma es una neoplasia hematopoyética que representa un serio problema de 

salud a nivel mundial y aunque los tratamientos convencionales muestran resultados 

alentadores, la toxicidad y el desarrollo de resistencia a los fármacos, son un obstáculo 

para la eliminación completa de las células transformadas. Por ello es necesario 

desarrollar nuevas alternativas terapéuticas, que permitan eliminar completamente a 

los linfomas refractarios. Una de estas alternativas es el empleo de los compuestos 

derivados de plantas como alternativa a las estrategias del desarrollo de fármacos 

contra el cáncer. Las plantas medicinales como Arnica montana, Tanacetum 

parthenium y Buddleja cordata, son especies a la que se les atribuye propiedades para 

tratar el cáncer, ya que contienen algunos metabolitos secundarios como las lactonas 

sesquiterpénicas y los compuestos fenólicos que han sido asociados a dicha 

propiedad. El cultivo de tejidos vegetales permite la producción de compuestos de 

interés farmacológico de manera sustentable y sostenible, ayuda a conservar los 

recursos vegetales en su hábitat y evita que las especies puedan estar amenazadas o 

en peligro de extinción por su explotación para su uso medicinal. La valoración 

preliminar del potencial citotóxico de fracciones del extracto metanólico derivado de 

cultivo de tejidos vegetales de dichas especies contribuirá en el aislamiento de 

principios bioactivos y sistemas de producción sustentables que tengan actividad 

farmacológica como alternativa terapéutica del cáncer y en particular de los Linfomas 

refractarios a los fármacos.  
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4 HIPÓTESIS. 

Fracciones del extracto metanólico de cultivos de células y órganos vegetales de las 

especies A. montana, T. parthenium y B. cordata conteniendo lactonas 

sesquiterpénicas y compuestos fenólicos, metabolitos secundarios que se han 

reportado poseen actividad citotóxica, mostrarán actividad citotóxica sobre una línea 

celular de Linfoma no Hodgkin (Linfoma de Burkitt).  

 

5 OBJETIVOS. 

5.1 Objetivo general  

Evaluar la capacidad citotóxica de las fracciones de extractos metanólicos obtenidos a 

partir del cultivo de células de A. montana, T. parthenium y B. cordata sobre una línea 

celular de Linfoma no Hodgkin (Linfoma de Burkitt RA 1).   

5.2 Objetivos particulares 

1. Evaluar el efecto de reguladores del crecimiento vegetal sobre la callogénesis 

y/o morfogénesis en explantes foliares para el establecimiento de un cultivo de 

células en suspensión de A. montana.  

2. Fraccionar extractos metanólicos del cultivo in vitro de A. montana, T. 

parthenium y B. cordata. 

3. Evaluar la actividad citotóxica de las fracciones (en ausencia o presencia de un 

agente quimioterapéutico) que presentan mayor contenido de LS y CF sobre 

células de Linfoma no Hodgkin.  
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6 MATERIALES Y MÉTODOS.  

6.1 Cultivo in vitro de especies vegetales 

6.1.1 Cultivo de células en suspensión de Arnica montana (CCSAm) 

6.1.1.1 Material vegetal 

Se emplearon semillas de A. montana adquiridas del Rancho Los Molinos 

(www.rancholosmolinos.com) para su germinación aséptica in vitro; las plántulas 

resultantes de la germinación in vitro fueron fuente de explantes foliares para realizar 

el experimento para la inducción de callo y/o respuestas morfogenéticas y el 

establecimiento de la línea celular vegetal a emplear.  

6.1.1.2 Establecimiento del cultivo aséptico 

Las semillas fueron colocadas en el interior de una bolsita de papel filtro para ser 

lavadas al chorro de agua durante 15 min con detergente, después se sumergieron en 

una solución de antibióticos (200 mg/L de ampicilina, 200 mg/L de eritromicina y 200 

mg/L de tetraciclina) por 30 min, luego se pasaron a una solución de fungicidas (10 g/L 

de fungoxyl y 10 mL/L de bravo 720®) por 30 min, posteriormente se pasaron a una 

solución de etanol al 70% (v/v) por 15 s, seguido de una inmersión en una solución de 

cloro al 20% (v/v) por 15 min. Por último, se enjuagaron 4 veces con agua destilada 

estéril en la campana de flujo laminar horizontal para retirar los residuos del tren de 

lavado. Las semillas enjuagadas se sembraron en frascos tipo Gerber con medio sólido 

conteniendo 5 semillas en cada frasco y se incubaron para su germinación y 

subsecuente desarrollo de plántulas.    

6.1.1.3 Medio de cultivo y condiciones de incubación 

Se utilizó el medio de cultivo MS (Murashige & Skoog 1962) al 50% suplementado con 

30 g/L de glucosa y solución antioxidante (150 mg/L de ácido ascórbico y 100 mg/L de 

ácido cítrico). Se empleó agua destilada para la preparación del medio de cultivo. El 

medio de cultivo se ajustó a un pH de 5.7-5.8, se esterilizó en autoclave a 121 °C por 
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18 min. Se empleó medio de cultivo semisólido con 3 g/L de fitagel sin reguladores del 

crecimiento vegetal para el establecimiento del cultivo aséptico de semillas; y para la 

inducción de callo/respuesta morfogenética se adicionó al medio de cultivo diferentes 

reguladores del crecimiento vegetal a diferentes concentraciones (sección 6.1.1.4). 

Para el establecimiento del cultivo de células en suspensión se emplearon matraces 

conteniendo la quinta parte del volumen total con medio de cultivo líquido. Las 

condiciones del cuarto de incubación consistieron en un fotoperiodo de 16 h de luz 

fluorescente blanca (50 µmol m-2 s-1) en donde se colocaron los frascos con medios 

de cultivo sólido, así como los medios de cultivo líquido en un agitador orbital a 110 

rpm.  

6.1.1.4 Establecimiento de cultivos de células en suspensión de Arnica montana 

Se inocularon explantes foliares de plántulas asépticas crecidas durante 4 semanas a 

partir de su germinación en medio de cultivo adicionado de las siguientes 

combinaciones de reguladores del crecimiento vegetal: auxinas más citocininas: 2,4-D 

(ácido 2,4-diclorofenoxiacético) + Kin (cinetina) (tratamiento codificado como DK), 2,4-

D + BAP (6-N-Bencilaminopurina) (tratamiento codificado como DB), ANA (ácido 1-

naftalenacético) + BAP (tratamiento codificado como AB), ANA + Kin (tratamiento 

codificado como AK), AIA (ácido indolacético) + Kin (tratamiento codificado como IAK), 

AIA + BAP (tratamiento codificado como IAB), AIB + Kin (tratamiento codificado como 

IBK), AIB (ácido indol 3-butírico) + BAP (tratamiento codificado como IBB), Pic 

(picloram) + Kin (tratamiento codificado como PK) y Pic + BAP (tratamiento codificado 

como PB) a las concentraciones de 0.5+0.5, 0.5+1.0, 1.0+0.5, 1.0+1.0, 2.5+2.5 y 

5.0+5.0 mg/L para la inducción de callos/respuestas morfogenéticas en medios 

gelificados en frascos tipo Gerber durante un mes de cultivo. Se utilizó medio libre de 

RCV como control negativo.    

Una vez desarrollados los callos, se seleccionaron aquellos tratamientos que 

presentaron el mejor crecimiento y friabilidad y se subcultivaron en medio gelificado 

para proliferar su biomasa durante 2 meses. Posteriormente fueron transferidos al 
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mismo tipo de medio de cultivo, pero libre de fitagel (medio liquido) en matraces 

conteniendo una quinta parte de volumen de su capacidad total, durante 6 subcultivos 

de 15 días cada uno para el establecimiento de los cultivos celulares en suspensión.  

6.1.1.5 Cinética de crecimiento del CCSAm 

La biomasa fresca se proliferó durante 15 d en matraces de 1 L conteniendo 200 mL 

de medio de cultivo y un inoculo de 12 g. Con dicha biomasa se realizaron 3 cinéticas 

de crecimiento por triplicado tomando muestra cada 3 d durante 30 d, para lo cual se 

inocularon matraces de 125 mL conteniendo 25 mL de medio de cultivo y 1.5 g de 

biomasa. La biomasa cosechada se filtró con una bomba de vacío, se enjuagó con 

agua destilada y se puso a secar en una estufa durante 24 h a 45 ºC; se tomó una 

muestra del medio de cultivo para realizar análisis del contenido de azúcares 

reductores totales, como medida del consumo de la fuente de carbono durante el 

tiempo que duró la cinética. Cada punto de la cinética consistió en 3 unidades 

experimentales y tres repeticiones.  

6.1.1.6 Caracterización fitoquímica del CCSAm 

Se realizaron extractos metanólicos de las muestras de las células obtenidas durante 

la cinética previamente secadas y pulverizadas, se empleó un ultrasonicador con 

sonotrodo programado a 30 min a una temperatura de 50 °C, al 10% de amplitud de 

ultrasonido bajo régimen de pulsos por 9 s de ultrasonido por 6 s de descanso; se 

ocuparon 125 mL de metanol por cada 100 mg de biomasa seca. Los extractos se 

concentraron en un rotavapor y se llevaron a sequedad total en una estufa a 60 °C 

durante 24 h. Los extractos fueron utilizados para hacer el análisis fitoquímico y así 

seleccionar a qué día se tendría que proliferar y cosechar la biomasa para realizar la 

extracción y fraccionamiento. 

Para la determinación de compuestos fenólicos totales (CFT) se usó el método de 

Folín-Ciocalteau con algunas modificaciones (Estrada-Zúñiga et al., 2016), usando 

ácido gálico como estándar de referencia en concentraciones de 6 a 100 µg/mL para 
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la curva de calibración (y=8.2506x-0.0048, R2=0.9995), siendo reportados los 

resultados como miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto (mg 

EAG/g). Se mezclaron 3.75 mL de agua destilada con 0.5 mL de extracto, estándar o 

disolvente y 0.25 mL del reactivo de Folín, se dejó reposar por 5 min y se agregó 0.5 

mL de una disolución de carbonato de sodio al 20% (p/v), se incubó por 30 minutos en 

oscuridad y se leyó la absorbancia a 725 nm.  

En la determinación de flavonoides totales (FvT) se usó el método reportado por 

Woisky y Salatio (1998) con algunas modificaciones, usando quercetina como 

estándar de referencia en concentraciones de 0.35 a 100 µg/mL (y=10.612x-0.004, 

R2=0.9919), siendo reportados los resultados como miligramos equivalentes de 

quercetina por gramo de extracto (mg EQ/g). Se mezclaron 1.5 mL de tricloruro de 

aluminio al 2% en metanol (p/v) con 1.5 mL de extracto, estándar o disolvente, se 

incubó durante 10 min en oscuridad y se leyó la absorbancia a 415 nm.  

Para la cuantificación de glucósidos fenilpropanoides totales (GFPT) se usó el ensayo 

de Arnow según Lillo et al. (2016) con algunas modificaciones, usando verbascósido 

como estándar de referencia a concentraciones de 6 a 100 µg/mL (y=2.6609x-0.019, 

R2=0.9972) siendo reportados los resultados como miligramos equivalentes de 

verbascósido por gramo de extracto (mg EV/g). El reactivo consistió en preparar 

previamente ácido clorhídrico 0.5 M, nitrito de sodio al 10% (p/v) y molibdato de sodio 

al 10% (p/v) en agua destilada y posteriormente se mezclaron en una proporción 4:1:4. 

Se mezclaron 0.6 mL del reactivo con 0.3 mL de extracto, estándar o disolvente, se 

dejó reposar por 5 min, posteriormente se agregaron 0.6 mL de hidróxido de sodio 2 

N y 1.5 mL de agua destilada, se mezcló e incubó durante 30 min en oscuridad y se 

leyó la absorbancia a 520 nm.  

Con respecto a la cuantificación de lactonas sesquiterpénicas totales (LST) se utilizó 

el método propuesto por Salapovic et al. (2013) usando partenólida como estándar de 

referencia a concentraciones de 4.96 a 19.86 µg/mL (y=-0.0008x+0.1743, R2=0.9757); 
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se reportan los resultados como miligramos equivalentes de partenólida por gramo de 

extracto (mg PTN/g). Se leyó la absorbancia a 412 nm. 

Se determinó la concentración inhibitoria 50 (IC50) de los extractos con el radical 

DPPH. Se preparó el radical DPPH a 0.1 mM disuelto en metanol. Como control 

positivo se utilizó Trolox 3.9 mM (disuelto en metanol) a concentraciones de 20 a 200 

µM. Como control negativo se empleó metanol. Se secaron 10 ml del extracto para 

preparar soluciones a diferentes concentraciones para encontrar la IC50. Se mezclaron 

1.8 mL de DPPH con 0.3 mL de extracto, trolox o disolvente, se dejó incubar por 15 

min en oscuridad y se leyó la absorbancia a 515 nm.  

6.1.1.7 Proliferación de biomasa por medio de subcultivos 

Se cultivaron células en suspensión durante 30 d en matraces de 1000 mL con 200 

mL de medio de cultivo y 12 g de biomasa inicial y se cosecharon a través de filtración 

al vacío (Figura 10), posteriormente se secaron en una estufa durante 2 días a 60 °C 

hasta tener la suficiente biomasa para obtener el extracto metanólico y su 

fraccionamiento. 

   

Fig. 10. Línea celular proliferada para la realización de extractos. 
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6.1.2  Cultivo de raíces en suspensión de Tanacetum parthenium (CRSTp) 

El medio de cultivo consistió en medio MS al 50% con 40 g/L de glucosa, 150 mg/L de 

ácido ascórbico y 100 mg/L de ácido cítrico suplementado con 3 mg/L del regulador de 

crecimiento vegetal (RCV) ácido naftalenacético (ANA) (Nieto-Trujillo et al., 2017). Se 

empleó agua destilada para la preparación del medio de cultivo. El medio de cultivo se 

ajustó a un pH de 5.7-5.8 y se esterilizó en una autoclave a 121 °C por 18 min. El 

inóculo de raíz, con un peso de 12 g, se propagó en matraces Erlenmeyer de 1000 mL 

conteniendo 200 mL de medio de cultivo (Nieto-Trujillo et al., 2017) (Fig. 11). Las 

condiciones de incubación consistieron en colocar los matraces inoculados en un 

agitador orbital a 110 rpm bajo un fotoperiodo de 16 h luz fluorescente blanca (50 µmol 

m-2 s1) durante 32 días para la generación de biomasa. La biomasa cosechada se filtró 

con una bomba al vacío, se enjuagó con agua destilada y se puso a secar en una 

estufa durante 24 h a 45 ºC (Fig. 10b).  

   

Fig. 11. Cultivos in vitro de T. parthenium: a) CRSTp y b) biomasa de raíces para la extracción.  

6.1.3 Cultivo de células en suspensión de Buddleja cordata (CCSBc) 

El medio de cultivo consistió en medio MS al 50% con 30 g/L de sacarosa, 150 mg/L 

de ácido ascórbico y 100 mg/L de ácido cítrico suplementado con 0.1 mg/L de ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0.5 mg/L de cinetina (Kin) (Estrada-Zúñiga et al., 

2009). Se empleó agua destilada para la preparación del medio de cultivo. El medio 

a) b) 
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de cultivo se ajustó a un pH de 5.7-5.8 y se esterilizó en una autoclave a 121 °C por 

18 min. Se inocularon 12 g de células en matraces Erlenmeyer de 1000 mL 

conteniendo 200 mL de medio de cultivo. Las condiciones de incubación consistieron 

en colocar los matraces inoculados en un agitador orbital a 110 rpm bajo un fotoperiodo 

de 16 h luz fluorescente blanca (50 µmol m-2 s1) durante 15 d para la generación de 

biomasa. La biomasa cosechada se filtró con una bomba al vacío, se enjuagó con agua 

destilada y se puso a secar en una estufa durante 24 h a 45 ºC (Fig. 12).  

      

Fig. 12. Cultivo in vitro de B. cordata: a) CCSBc y b) células proliferadas para la obtención del extracto. 

6.2 Extracción metanólica de la biomasa proliferada de los cultivos in vitro 

Se realizaron extractos (500 mL de metanol por cada 3 g de biomasa seca) de los 

cultivos de CCSAm, CCSBc y CRSTp previamente secados y pulverizados, con un 

ultrasonicador como se reporta en la sección 6.1.1.6.  

6.2.1 Fraccionamiento de los extractos  

Para cada cultivo in vitro (CCSAm, CRSTp y CCSBc) se obtuvieron 13 fracciones en 

total, con un volumen de 100 mL cada una. El fraccionamiento se realizó por medio de 

cromatografía en columna usando hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetonitrilo, 

metanol y agua, con polaridad creciente, empleando como fase estacionaria silica gel 

a) b) 
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con tamaño de malla de 60-200 (Fig. 13). Las fracciones se concentraron en un 

rotavapor y se llevaron a la sequedad total en una estufa a 60 °C durante 24 h, las 

fracciones secas se almacenaron en refrigeración para ser empleadas para su análisis 

fitoquímico y bioensayos de citotoxicidad.  

   

Fig. 13. Columna empleada para el fraccionamiento de los extractos metanólicos de los tres cultivos in 
vitro.  

6.2.2 Análisis fitoquímico cualitativo 

Se realizaron las pruebas cualitativas de Baljet, cloruro férrico e hidróxido de potasio 

(Domínguez 1988), para determinar la presencia de lactonas sesquiterpénicas (LS), 

compuestos fenólicos (CF) y flavonoides (Fv), respectivamente (Fig. 14) en las 

diferentes fracciones obtenidas, y así seleccionar a aquellas fracciones que al tener 

mayor respuesta se les realizaría el análisis cuantitativo.  

6.2.3 Análisis fitoquímico cuantitativo  

Se realizó el mismo procedimiento indicado en la sección 6.1.1.6  

Las fracciones a las que se les determinaron el contenido total de compuestos 

fenólicos y lactonas sesquiterpénicas se emplearon para las pruebas de actividad 

citotóxica.  

6.2.4 Actividad antioxidante (AA)  
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Se determinó la concentración inhibitoria 50 (IC50) de las fracciones con el radical 

DPPH. Se preparó el radical DPPH a 0.1 mM disuelto en metanol. Como control 

positivo se utilizó Trolox 3.9 mM, se disolvió en metanol y se realizó una curva de 

calibración a una concentración de 20 a 200 µM. Como control negativo se empleó 

metanol. Se tomó 10 mL de las fracciones se llevaron a sequedad total, se determinó 

el peso seco y posteriormente se disolvieron con 500 µL de metanol y se realizaron 

diluciones seriadas para encontrar la IC50.  

La reacción consistió en mezclar 1800 µL del radical DPPH con 300 µL de muestra, se 

dejó reposar durante 15 min en oscuridad y se leyó la absorbancia en un 

espectrofotómetro a 515 nm. La prueba se realizó por triplicado.  

6.2.5 Barrido espectrofotométrico de las fracciones 

Se realizó un barrido de absorción a la longitud de onda de 200-900 nm en todas las 

fracciones para corroborar las diferencias en la absorbancia de sus espectros entre 

una y otra, y para que al realizar nuevos extractos y fracciones coincidieran en los 

espectros obtenidos inicialmente.  

6.3 Actividad biológica de las fracciones  

6.3.1 Cultivo de la línea celular de Linfoma de Burkitt (Linfoma no Hodgkin) 

La línea celular Ramos de Linfoma no Hodgkin (Burkitt) humano, fue obtenida de la 

American Type Cell Colection (ATCC, CRL-1596), y se cultivaron en medio RPMI 1640 

Advanced (Invitrogen), suplementado al 5% con suero fetal bovino (SFB, Invitrogen), 

y 1% de antibióticos- antimicóticos conteniendo 10000 U/mL de penicilina G, 10 mg/mL 

de estreptomicina y 25 μg/mL anfotericina B. Los cultivos se mantuvieron todo el 

tiempo a 37°C y 5% de CO2. Para los ensayos de viabilidad y apoptosis los cultivos 

fueron suplementados con SFB al 2%. La línea fue empleada para los experimentos 

durante un mes después de ser descongelada, posterior a ese tiempo se desechó la 

línea celular y se descongelaron nuevas células para evitar posibles cambios genéticos 

y morfológicos.  
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6.3.2 Viabilidad celular por medio de la tinción de azul de tripán  

Se empleó el método de tinción por exclusión usando azul de tripán, que permite 

diferenciar las células vivas de las muertas, ya que las células vivas cuentan con la 

membrana celular intacta que es selectiva a los compuestos que deja pasar al interior 

de las células, en las células viables el azul de tripán no es absorbido, sin embargo 

atraviesa la membrana de las células muertas mostrando un distintivo color azul bajo 

el microscopio permitiendo así, hacer el conteo celular en la cámara de Neubauer. 

Se realizó una curva dosis respuesta de la vincristina, el cual es un fármaco empleado 

en el tratamiento del linfoma. También se realizó una curva dosis respuesta del 

disolvente DMSO empleado para solubilizar las fracciones de los extractos de los 

cultivos in vitro, para determinar si afectaba o no la viabilidad celular.   

Se cultivaron 50,000 células por pozo en placas de 96 pozos con medio Advanced-

RPMI 1640 suplementado con 2% de suero fetal de bovino. Se colocó como control 

negativo células sin tratamiento; como control positivo se usó vincristina 1nM 

(0.000824 µg/mL), y los tratamientos consistieron de las fracciones a concentraciones 

de 1, 5, 10, 20, 30 y 40 µg/mL previamente disueltas en DMSO a 24 h, solas y en 

combinación con vincristina 1 nM a 6 h de exposición para determinar su posible efecto 

sinérgico, todo por triplicado con 3 repeticiones; las placas se incubaron a 37 °C y 5% 

de CO2. El volumen de células empleado fue de 50 µL, el resto fue medio de cultivo y 

los tratamientos, teniendo como volumen final por pozo 100 µL.  

Para el conteo de las células posterior a los tratamientos se tomaron 20 µL de cada 

pozo, previamente resuspendido, y se mezclaron con 80 µL de azul de tripán, luego 

se colocaron 10 µL en cada lado de una Cámara de Neubauer y se procedió a contar 

las células viables en un microscopio invertido con objetivo 40x. 

6.4 Análisis estadístico 

Las diferencias significativas de las medias de todos los tratamientos fueron 

determinadas usando un ANOVA, seguida por una prueba de Tukey a través del 
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software NCSS (versión 2007). Valores de p < 0.001 fueron considerados significativos 

para la actividad citotóxica y una p < 0.05 para los demás experimentos.  

 

 

7 RESULTADOS 

7.1 Establecimiento del CCSAm 

7.1.1 Asepsia de semillas, germinación y barrido hormonal  

Con las condiciones del tren de lavado se logró tener un 100% de asepsia del total de 

semillas tratadas. Se consiguió un 85% de germinación de las semillas, entre los 4 y 8 

días a partir de la siembra (Fig. 15). 

 

Fig. 14. Plántula de A. montana cultivada in vitro a 3 semanas de su germinación. 

Al realizar el barrido hormonal se pudo determinar el efecto de los reguladores del 

crecimiento vegetal en la inducción de diferentes respuestas morfogenéticas en los 

explantes foliares de A. montana a 30 días (Tabla 2). Las respuestas a los tratamientos 

iniciaron a los 6 días de exposición de las combinaciones de auxinas con citocininas. 

En algunos tratamientos hubo ausencia de respuesta, en cambio en otros se formaron 
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raíces de lento crecimiento (solo rizogénesis directa) y de morfologías diversas. En el 

caso de la formación de callos, la mayoría presentaba lento crecimiento y una 

morfología compacta, distintas coloraciones, y en algunos casos hubo oxidación. Por 

lo que, se seleccionaron 3 tratamientos que indujeron callo con las características 

necesarias para el cultivo en suspensión, que corresponden a las siguientes 

combinaciones de RCV: 0.5 mg/L de AIB + 1 mg/L de BAP (IB0.5B1), 1 mg/L de Pic + 

0.5 mg/L de Kin (P1K0.5) y 1mg/L de Pic + 1 mg/L de BAP (P1B1). Estos tratamientos 

presentaron un mejor crecimiento y fueron cultivados en medio líquido en matraces 

para determinar que tanto se disgregaban para establecer el cultivo en suspensión 

(Fig. 15). De los tres tratamientos finales el que tuvo mejor respuesta en el medio 

líquido fue el P1K0.5 y con el que se decidió continuar trabajando. Después de 6 

subcultivos, las células en suspensión no presentaron cambios respecto a una 

coloración amarillo pálido, rápido crecimiento y una disgregación celular completa, por 

lo que la consideramos como una línea celular estable.  

Tabla 2. Porcentaje de respuesta morfogenética inducida en explantes foliares de A. montana a 
tratamientos con reguladores del crecimiento vegetal, después de 30 días de cultivo.  

Código del tratamiento RCV (mg/L) % de respuesta inducida 

Auxina Citocinina Callo Raíz  
D0.5K0.5 
D1K0.5 

D0.5K1 
D1K1 
D2.5K2.5 
D5K5 

2,4-D    0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

Kin        0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
100 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 

D0.5B0.5 
D1B0.5 

D0.5B1 
D1B1 
D2.5B2.5 
D5B5 

2,4-D    0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

BAP      0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0  
100 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 

A0.5K0.5 
A1K0.5 

A0.5K1 
A1K1 
A2.5K2.5 
A5K5 

ANA      0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

Kin        0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
50 ± 0.5 
50 ± 0.5 
50 ± 0.5 

A0.5B0.5 
A1B0.5 

A0.5B1 
A1B1 
A2.5B2.5 
A5B5 

ANA      0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

BAP      0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
50 ± 0.5 
25 ± 0.2 
50 ± 0.5 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
50 ± 0.5 
75 ± 0.7 
25 ± 0.2 

IA0.5K0.5 
IA1K0.5 

IA0.5K1 
IA1K1 

AIA       0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 

Kin        0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
25 ± 0.2 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
25 ± 0.2 
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IA2.5K2.5 
IA5K5 

             2.5 
             5.0 

             2.5 
             5.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 

25 ± 0.2 
75 ± 0.7 

IA0.5B0.5 
IA1B0.5 

IA0.5B1 
IA1B1 
IA2.5B2.5 
IA5B5 

AIA       0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

BAP      0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0  
25 ± 0.2 
50 ± 0.5 
0.0 ± 0.0 

0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
25 ± 0.2 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 

IB0.5K0.5 
IB1K0.5 

IB0.5K1 
IB1K1 
IB2.5K2.5 
IB5K5 

AIB       0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

Kin        0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

50 ± 0.5 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
25 ± 0.2 

50 ± 0.5 
100 ± 0.0 
100 ± 0.0 
100 ± 0.0 
100 ± 0.0 
25 ± 0.2 

IB0.5B0.5 
IB1B0.5 

IB0.5B1 
IB1B1 
IB2.5B2.5 
IB5B5 

AIB       0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

BAP      0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

0 ± 0.0 
75 ± 0.7 
100 ± 0.0 
25 ± 0.2 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 

100 ± 0.0 
25 ± 0.2 
0 ± 0.0 
25 ± 0.2 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 

P0.5K0.5 
P1K0.5 
P0.5K1 
P1K1 
P2.5K2.5 
P5K5 

Pic        0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

Kin        0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

100 ± 0.0 
100 ± 0.0 
100 ± 0.0 
75 ± 0.7 
25 ± 0.2 
0 ± 0.0 

0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 

P0.5B0.5 
P1B0.5 

P0.5B1 
P1B1 
P2.5B2.5 
P5B5 

Pic        0.5 
             1.0 
             0.5 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

BAP      0.5 
             0.5 
             1.0 
             1.0 
             2.5 
             5.0 

100 ± 0.0 
100 ± 0.0  
100 ± 0.0 
100 ± 0.0 
50 ± 0.5 
0 ± 0.0 

0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 
0 ± 0.0 

 

   

Fig. 15. Características fenotípicas de callos de A. montana cultivados en suspensión a 15 días, a) 

IB0.5B1 formando agregados celulares grandes y heterogéneos, b) P1K0.5 completamente disgregada y 

de rápido crecimiento y c) P1B1 una mezcla de células disgregadas y agregados celulares pequeños y 

homogéneos.   

7.1.2 Caracterización de los parámetros cinéticos de crecimiento del CCSAm  

a) c) b) 
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La línea celular P1K0.5 presentó 3 fases del crecimiento, una fase de adaptación que 

duró de los 0 a los 3 días de cultivo, seguida de la fase exponencial que duró de los 3 

a los 15 días, posteriormente una fase estacionaria de los 15 a los 30 días (Figura 15). 

Los parámetros de crecimiento que se determinaron fueron: un tiempo de duplicación 

(td) de la biomasa de 4.06 d, una velocidad específica de crecimiento (μ) de 0.1706 d 

y una biomasa máxima de 8.9 g/L al día 15. 

Además, al realizar el ensayo de azúcares reductores en el medio de cultivo se pudo 

encontrar que al día 30 de la cinética de crecimiento, el consumo de glucosa había 

sido casi total (Fig. 17. La línea celular presenta un crecimiento rápido y un eficiente 

consumo de la fuente de carbono.  

 

Fig. 16. Caracterización del crecimiento celular del CCSAm y consumo de la fuente de carbono durante 
30 días 

7.1.3 Perfil fitoquímico en el tiempo  

Se determinó que al día 15 del cultivo se logró producir una mayor cantidad de 

biomasa, mientras que la mayor cantidad de compuestos fenólicos totales, flavonoides 

totales, glucósidos fenilpropanoides totales y lactonas sesquiterpénicas totales se 

obtuvieron al día 30 del cultivo (Fig. 18). Lo anterior se vio reflejado en la actividad 
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antioxidante de dicho extracto, el cual fue mayor al día 30. A partir de estos resultados, 

se decidió proliferar la línea celular de A. montana durante 30 días para la generación 

de biomasa y obtener el extracto metanólico que fue sujeto a fraccionamiento.  
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Fig. 17. Análisis fitoquímico sobre los metabolitos secundarios contenidos en el extracto metanólico 
obtenido de la línea celular P1K0.5, durante 30 días de cultivo. a) contenido de CFT, b) contenido de FvT, 
c) contenido de GFPT, d) contenido de LST y e) actividad antioxidante   

 

7.2 Perfil fitoquímico de las fracciones de los cultivos in vitro 

7.2.1 Análisis fitoquímico cualitativo 

La cromatografía en columna produjo fracciones mostrando diferente perfil fitoquímico 

con base al análisis cualitativo de CF, Fv y LS presentes en los cultivos CCSAm, 

CRSTp y CCSBc (Fig. 19).  

 

Fig. 18. Análisis fitoquímico de fracciones, los primeros 3 pozos de la primera columna se empleó 
disolvente como control negativo, la columna 2 y 3 corresponden a dos fracciones diferentes. a) prueba 
de Baljet, en el tercer pozo se observa una coloración entre amarilla y anaranjada que se toma como 
positiva, b) prueba de cloruro férrico, en el tercer pozo se da una coloración entre negra, verde o azul 
que se toma como positiva y c) prueba de hidróxido de potasio, en el tercer pozo hay una coloración 
amarilla oscura que se toma como positiva. A mayor intensidad de la coloración se espera que contenga 
una mayor concentración de metabolitos secundarios.   

Se eligieron para continuar trabajando las fracciones F4, F5 y F6 del CCSAm; F4, F5, 

F8 y F13 del CRSTp y F3, F4 y F5 del CCSBc (Tabla 3).  

Tabla 3. Análisis cualitativo de compuestos fenólicos, flavonoides y lactonas sesquiterpénicas por 
ensayos colorimétricos de las fracciones de los 3 cultivos en suspensión. 

Fracción 
 

CCSAm CRSTp CCSBc 

CF Fv LS CF Fv LS CF Fv LS 

F1 - - - - - - - - - 

F2 - - - + - + - - - 

F3 + - - + + + +++ +++ +++ 

F4 + ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

F5 + +++ + ++ ++ ++ ++ - + 

a 

b 

c 
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F6 + ++ + + + + - - + 

F7 - - - + + + - - - 

F8 - - - + + ++ - - - 

F9 - - - - - + - - - 

F10 - - - - - + - - - 

F11 - - - - - + - - - 

F12 - - - - - + - - - 

F13 - - - - ++ + - - - 
Los símbolos – / + indican la ausencia o presencia de reacción, respectivamente; en el caso de 
presencia se usó de 1 a 3 veces el símbolo + para señalar la intensidad de menor a mayor la reacción 
colorimétrica.   

7.2.2 Análisis fitoquímico cuantitativo  

Las fracciones que cualitativamente mostraron mayor contenido de LS y CF, también 

mostraron diferencias en el contenido de CFT, FvT, GFPT y LST (Tabla 4). La cantidad 

máxima de compuesto fenólicos totales obtenida fue de 270.2 mg EAG/g de extracto 

en la fracción 5 de A. montana, seguida de la fracción 4 de T. parthenium con 194.15 

y por último la fracción 4 de B. cordata con 18.26; para los flavonoides totales se 

consiguió 201.05 mg EQ/g de extracto en la fracción 5 de A. motana, seguida de la 

fracción 13 de T. parthenium con 16.53 y por último la fracción 5 de B. cordata con 

0.31; en el caso de los feniletanolglucósidos totales la mayor producción se dio en la 

fracción 4 de T. parthenium con 143.56 mg EV/g de extracto, seguida de la fracción 5 

de A. montana con 83.31 y por último la fracción 4 de B. cordata con 11.15; para el 

caso de las lactonas sesquiterpénicas totales la mayor concentración fue de 14.84 mg 

EP/g de extracto para la fracción 4 de T. parthenium, seguida de la fracción 5 de A. 

montana con 5.43 y por último la fracción 4 de B. cordata con 0.12  Las fracciones de 

B. cordata presentan una mayor actividad antioxidante, seguidas de las de A. montana 

y por último las fracciones de T. parthenium. En el caso de la F3 del CCSBc a partir de 

aquí no se presentan sus resultados debido a la protección de datos para la realización 

de una patente.  

Tabla 4. Análisis fitoquímico cuantitativo de CFT, FvT, GFPT y LST y AA de fracciones obtenidas de los 
cultivos en suspensión de las 3 especies vegetales.   

Fracción Contenido de compuestos totales Actividad 
antioxidante 

CFT FvT GFPT LST IC50 (µg/mL) 
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mg EAG/g mg EQ/g mg EV/g mg EP/g 
F4-CCSAm 28.07 ± 1.86a 9.98 ± 0.14abcde 26.51 ± 0.19a 29.39 ± 1.12a 2.20 ± 0.85a 

F5-CCSAm 270.2 ± 4.84c 201.05 ± 3.83f 83.31 ± 0.95b 325.45 ± 0.19b 5.43 ± 0.79b 

F6-CCSAm 170.16 ± 4.19d 188.53 ± 3.92g 45.24 ± 0.23c 397.75 ± 1.44c 3.19 ± 0.86c 

F4-CRSTp 194.15 ± 2.9e 6.43 ± 0.12bc 143.56 ± 1.9d 6.09 ± 0.79def 14.84 ± 0.83d 

F5-CRSTp 127.48 ± 4.07f 5.6 ± 0.09bc 58.87 ± 0.07e 10.33 ± 1.2defg 6.11 ± 0.49e 

F8-CRSTp 107.69 ± 3.12g 11.93 ± 0.02abcd 22.17 ± 0.04f 14.72 ± 1.79def 2.30 ± 0.37f 

F13-CRSTp 52.8 ± 2.5h 16.53 ± 0.04abcd 46.35 ± 0.06g 12.06 ± 2.77egi 14.78 ± 0.91g 

F4-CCSBc 18.26 ± 0.01ab 0.25 ± 
0.004abcde 

11.15 ± 0.07h 3.83 ± 0.75hi 0.12 ± 0.001h 

F5-CCSBc 9.92 ± 0.06b 0.31 ± 0.01ade 8.60 ± 0.03i 6.75 ± 0.13ghi 0.02 ± 0.0003f 

 

7.2.3 Barrido espectrofotométrico   

Los barridos espectrofotométricos dieron espectrogramas diferentes entre las 

fracciones obtenidas para cada cultivo in vitro, de manera que se pudo comprobar que 

el fraccionamiento fue satisfactorio desde el punto de vista de separación de 

componentes de los extractos por la polaridad de los disolventes (Fig. 18-20).  

Fig. 19. Espectros de absorción encontrados en las fracciones 4 (azul), 5 (rojo) y 6 (verde) del CCSAm 
donde se aprecian diferencias en la absorción de la longitud de onda. 
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Fig. 20. Espectros de absorción de las fracciones 4 (azul), 5 (rojo) y 8 (verde) del CRSTp donde se 
aprecian diferencias en la absorción de la longitud de onda 

Fig. 21. Espectros de absorción para las fracciones 3 (azul), 4 (rojo) y 5 (verde) del CCSBc donde se 
aprecian diferencias en la absorción de la longitud de onda. 
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7.3 Actividad citotóxica de las fracciones  

Se determinó la citotoxicidad del DMSO a los volúmenes agregados a los pozos con 

respecto a las fracciones empleadas, ya que se utilizó éste para solubilizar las 

fracciones, donde no se observó un efecto significativo sobre la viabilidad celular, por 

lo tanto, no afecta los resultados de las fracciones sobre la viabilidad celular (Fig. 21a). 

El tratamiento con el fármaco vincristina provocó la disminución de la viabilidad celular 

de las células ramos en una respuesta dependiente de la dosis a 6 horas de 

exposición, siendo las concentraciones de 1 y 2 nM las que dieron un mayor efecto 

inhibitorio, por lo que se decidió emplear la concentración de 1 nM como control 

positivo, debido a que con esa concentración se obtiene una reducción del 25% de 

viabilidad celular y permitió analizar un posible efecto sinérgico de este fármaco al 

combinarlo con las fracciones de las 3 especies vegetales empleadas (Fig. 21b).  
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Fig. 22. Efecto de la vincristina y del DMSO a diferentes concentraciones sobre la línea celular ramos. 

a) curva de DMSO a 24 horas como control de disolvente de las fracciones y b) Efecto de la vincristina 

a 6 horas de tratamiento. El RPMI representa al control negativo, el cual lleva solo medio de cultivo.  ٭ 

representa los tratamiento que fueron significativos con respecto al control negativo con un valor de p < 

0.001.  

Al realizar los experimentos correspondientes a la actividad citotóxica de las fracciones 

de A. montana se determinó que hubo una mayor disminución de los porcentajes de 

viabilidad celular en las 3 mayores concentraciones probadas, siendo la de 40 µg/mL 

la que disminuyó hasta en 30-50% la viabilidad para las 3 fracciones (Fig. 22, barras 

azules). Al realizar la combinación de las fracciones con vincristina se incrementó el 

porcentaje de muerte celular respecto al obtenido de la fracción sola, o la vincristina 

sola, alcanzando una reducción de la viabilidad celular a valores del 10-20% para las 

F4 y F5, y menos del 10% para la F6 con la que se observa un mejor efecto (Fig. 22, 

barras verdes). La vincristina sola a 1nM disminuye la viabilidad celular a valores del 

75% aproximadamente.   
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Fig. 23. Fracciones del CCSAm a 24 horas de tratamiento, solas (barras azules) y en combinación con 
vincristina 1 nM (barras verdes) durante 6 horas: a) fracción 4 (F4), b) fracción 5 (F5) y c) fracción 6 
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(F6). El RPMI representa al control negativo, el cual lleva solo medio de cultivo. ٭ representa los 
tratamiento que fueron significativos con respecto al control negativo con un valor de p < 0.001. 

Para las fracciones de T. parthenium las mayores concentraciones probadas 

disminuyeron la viabilidad celular, siendo la de 40 µg/mL la que mejor funcionó dando 

como resultado una disminución de la viabilidad celular a valores entre 30-40% para 

la fracción 4 y entre el 10-20% para las fracciones 5 y 8 (Fig. 23b, c); con la 

combinación de las fracciones y el extracto se alcanzó disminuir la viabilidad celular a 

valores del 10% con las fracciones 4 y 5, y entre el 10-20% para la fracción 8, 

mostrando así un efecto potenciado principalmente con la fracción 4 y la vincristina 

(Fig. 23a). La fracción 13 no fue estudiada debido al bajo rendimiento durante el 

fraccionamiento y no se contó con la cantidad necesaria.  
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Fig. 24. Fracciones del CRSTp a 24 horas, solas (barras azules) y en combinación con vincristina 1 nM 
a 6 horas (barras rojas): a) fracción 4 (F4), b) fracción 5 (F5) y c) fracción 8 (F8). El RPMI representa al 
control negativo, el cual lleva solo medio de cultivo. ٭ representa los tratamiento que fueron significativos 
con respecto al control negativo con un valor de p < 0.001. 

Por último, con las fracciones de B. cordata hubo efecto de la disminución de la 

viabilidad celular a partir de la mínima concentración probada, llegando a un porcentaje 

de viabilidad del 60-70% con la fracción 4 y del 40% con la fracción 5 a los 40 µg/mL 

(Fig. 24a, b). Con la combinación de las fracciones y vincristina los valores de la 

viabilidad celular disminuyeron del 10-20% para ambos casos a los 40 µg/mL, 

mostrando que en la fracción 4 se mejoró su efecto con respecto al resultado obtenido 

cuando se trataron con la fracción sola (Fig. 24a, b).  
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Fig. 25. Fracciones del CCSBc a 24 horas, solas (barras azules) y en combinación con vincristina 1 nM 

a 6 horas (barras amarillas): a) fracción 4 (F4) y b) fracción 5 (F5). El RPMI representa al control 

negativo, el cual lleva solo medio de cultivo. ٭ representa los tratamiento que fueron significativos con 

respecto al control negativo con un valor de p < 0.001. 

7.3.1 Concentración inhibitoria media (IC50)  

Al realizar el análisis para determinar el IC50 se encontró que para Arnica motana la 

fracción que requiere una concentración menor en combinación con vincristina es la 6, 

para Tanacetum parthenium no hubo diferencias significativas entre las tres fracciones 

y para Buddleja cordata fue la fracción 4 (Tabla 5). Con todas las fracciones a las 

mayores concentraciones probadas se potenció la actividad citotóxica de la vincristina. 

Tabla 5. Concentración requerida de las fracciones a 24 horas, obtenidas de cultivos in vitro, solas o 
combinadas con vincristina adicionada a 6 horas previas al conteo celular para inhibir al 50% la viabilidad 
celular de la línea RA-1.  

Tratamiento IC50 ± DE (µg/mL) 

F4-CCSAm 29.47 ± 1.14 acdegik 

F4-CCSAm + V 19.62 ± 1.01 bfhjlo 

F5-CCSAm 32.15 ± 0.60 acegikñ 

F5-CCSAm + V 21.26 ± 0.73 bdehijlo 

F6-CCSAm 28.69 ± 1.40 cdegik 

F6-CCSAm + V 14.24 ± 1.22 bfhjln 

F4-CRSTp 30.91 ± 0.76 acegikñ 
F4-CRSTp + V 17.88 ± 1.41 bdfhjlno 

F5-CRSTp 26.37 ± 1.31 acdegiko 

F5-CRSTp + V 16.71 ± 1.26 bdfhjlno 

F8-CRSTp 30.30 ± 0.94 acegik 
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F8-CRSTp + V 18.45 ± 1.99 bdfhjlno 

F4-CCSBc 60.82 ± 4.93 m 

F4-CCSBc + V 12.24 ± 1.62 fhjln 

F5-CCSBc 37.19 ± 0.93 cgñ 

F5-CCSBc + V 20.71 ± 0.58 bdhijlo 
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8 DISCUSIÓN. 

Arnica montana L. es una planta con importancia económica para numerosos países 

debido a su uso medicinal en fitoterapia humana/veterinaria y en homeopatía, como 

materia prima para la elaboración de productos cosméticos y en la fabricación de 

algunos licores europeos, por lo que se trata de una planta considerada amenazada 

por su sobreexplotación (Waizel-Bucay & Cruz-Juárez, 2014). Por lo que, en el 

presente trabajo se estableció un cultivo de células en suspensión de A. montana a 

partir de explantes foliares de plántulas germinadas para la producción de metabolitos 

secundarios de manera sustentable; con las condiciones empleadas se consiguió un 

85% de germinación entre los 4-8 días de siembra en el medio de cultivo MS libre de 

RCV, que fue mayor a lo reportado por Jurkiewicz y colaboradores (2010) que 

sembraron semillas en papel filtro húmedo, donde la germinación inició a los 7 días 

con un 50-70% de germinación a los 14 días; en otro reporte realizado por Panciu y 

colaboradores (2014) lograron un 47.76% de germinación de semillas luego de 7-14 

días de siembra, empleando agua destilada estéril adicionada con 5 mg/L del regulador 

del crecimiento ácido giberélico, el cual favorece la germinación. Dichas diferencias 

podrían deberse a la viabilidad de las semillas empleadas para dichos trabajos, y a la 

diferencia en las condiciones de la germinación.  

Se han realizado algunos estudios para establecer cultivos in vitro de A. montana, 

obteniéndose diferentes respuestas morfogenéticas que dependen del genotipo, del 

tipo de explante empleado, de los constituyentes del medio de cultivo y de los 

reguladores del crecimiento usados (Petrova et al., 2012). Tal es el caso de los trabajos 

realizados previamente por otros investigadores, como Malarz y colaboradores (1993), 

que encontraron que el medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa y 0.1 mg/L 

de 2,4-D promueve la formación de callos a partir de explantes foliares y que a mayor 

concentración del regulador se disminuye la velocidad de crecimiento de los callos, 

además de que presentan necrosis; de igual manera, Schmidt y colaboradores (1998) 

obtuvieron callos a partir de hojas usando MS con 30 g/L de sacarosa con los 

reguladores del crecimiento AIA a 0.2 mg/L, 2,4-D a 0.1 mg/L y 2 mg/L de Kin; por otro 
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lado, Petrova y colaboradores (2008) emplearon cotiledones e hipocótilos de plántulas 

con 15 días después de su germinación y probaron distintos reguladores del 

crecimiento vegetal en medio MS con 30g/L de sacarosa, las mejores respuestas 

obtenidas fueron con hipocótilos; las combinaciones que mejor les funcionaron fueron 

el 2,4-D a 0.1 mg/L + AIA a 0.2 mg/L con un 80% de inducción de callos friables y 0.1 

mg/L de 2,4-D + 0.2 mg/L de AIA + 1 mg/L de Kin con un 93.3% de callos friables, en 

ambos casos con una coloración amarillo pálido; por último, Stefanache y 

colaboradores (2012) utilizaron como explantes hojas, raíz e inflorescencias, siendo 

las inflorescencias las que presentaron mejor respuesta de inducción en medio sólido 

y  mejor crecimiento y rendimiento en medio líquido, su medio consistió de MS 

suplementado con 0.5 mg/L de BAP + 1.5 mg/L de 2,4-D. Lo anterior parece indicar 

que el regulador 2,4-D es importante en la inducción de callogénesis en A. montana. 

Sin embargo, en el presente trabajo el regulador 2,4-D en las dos combinaciones 

probadas en sus diferentes concentraciones no presentó respuesta en los explantes 

foliares, lo cual podría tener que ver con el fenotipo de las plantas que fueron fuente 

de explantes. Cabe destacar, que no se ha reportado el establecimiento de cultivos en 

suspensión de A. montana. Para el presente trabajo se logró formar callos en el 100% 

de los explantes expuestos a medio MS suplementado con 30 g/L de glucosa, 

empleando 1 mg/L de Pic + 0.5 mg/L de Kin, dando como resultado un cultivo con 

células totalmente disgregables y de rápido crecimiento, características ideales para 

el establecimiento de un cultivo de células en suspensión que podría ser de 

importancia cuando se desea llevar a cabo el cultivo en biorreactores. Además del 

empleo de diferentes RCV y distintas concentraciones para inducir callos, se empleó 

también una fuente de carbono diferente, lo cual podría haber influido en la formación 

de los callos o la ausencia de respuesta en algunos de los diferentes tratamientos 

probados.  

En un estudio realizado por Ali y colaboradores (2013), caracterizando el crecimiento 

celular de un cultivo en suspensión de Artemisia absinthium, especie taxonómicamente 

cercana, perteneciente a la familia Asteraceae, misma familia a la que pertenece A. 
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montana, determinaron 3 etapas del crecimiento a partir de un inóculo de 1.5 g de 

biomasa fresca en matraces de 250 mL conteniendo 50 mL de medio de cultivo MS al 

100% con 30 g/L de sacarosa, una fase de adaptación que fue de los 0-6 días, seguida 

de una fase exponencial de los 6-21 días, y por último una fase estacionaria de los 21-

42 días, con un tiempo de duplicación de 9 días y una biomasa máxima de 9.20 g/L al 

día 27. Dichos resultados fueron distintos a los encontrados en este trabajo, donde se 

presentaron 3 fases del crecimiento celular, una fase de adaptación más breve de los 

0-3 días, una fase exponencial de 3-15 días y una fase estacionaria de los 15-30 días, 

un tiempo de duplicación mayor de 4.06 días y una biomasa máxima de 8.9 g/L al día 

15, todo partiendo de un inoculo de 1.5 g en matraces de 125 mL conteniendo 25 mL 

de medio de cultivo, dichas diferencias en los resultados se deben en principio a que 

son especies vegetales diferentes, seguido de que son reguladores del crecimiento 

vegetal distintos, además de la cantidad de inóculo inicial distinto y de la concentración 

del medio MS que pudo haber influido en el acortamiento de la duración de la cinética 

de crecimiento, así como de la cantidad de biomasa máxima obtenida, que fue menor 

a la reportada en A. absinthium.  

Respecto al contenido de metabolitos secundarios totales a través del tiempo, se 

encontró que hubo una mayor producción en los 3 últimos tiempos de muestreo de 

biomasa que corresponden a la fase de estacionaria, siendo el día 30 del cultivo donde 

se alcanzó una concentración más elevada, que coincide con la mayor actividad 

antioxidante, propiedad que se le confiere a los compuestos fenólicos. Dicho contenido 

de metabolitos secundarios podría deberse al estrés abiótico en las células debido a 

la falta de nutrientes en el medio de cultivo, principalmente la fuente de carbono con la 

que se inició en 30 g/L y que para el día 30 fue de 1.8 g/L.  

Existen diferencias significativas en el contenido de metabolitos secundarios debido a 

factores intrínsecos de las plantas, según el órgano empleado para la extracción, el 

origen del material vegetal, la edad de la planta, su nutrición, y factores externos como 

el método de extracción y el disolvente empleado, entre otros (Douglas et al., 2004; 

Spitaler et al., 2006; Aiello et al., 2012; Banu & Cathrine, 2015; Alonso-Carillo et al., 
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2017). Sin embargo, existen pocos reportes de cultivos in vitro de células u órganos 

de A. montana y de su contenido fitoquímico, los reportes hasta ahora se han enfocado 

principalmente en la micropropagación in vitro y en el establecimiento de raíces 

transformadas (Petrova et al., 2012). En un reporte realizado por Craciunescu y 

colaboradores (2012), empleando un extracto hidroalcohólico de flores de A. montana 

determinaron un contenido de CFT de 97.16 mg/g, un contenido de FvT de 38.62 mg/g 

y un IC50 de 0.63 mg/mL para la AA. Por otro lado Nikolova y colaboradores (2013) 

realizaron un estudio del contenido de CFT, FvT y AA de varias fuentes de material 

vegetal, teniendo como resultados una producción de 23.65 mg/g de CFT, 1.48 mg/g 

de FvT y una AA con un valor de IC50 mayor a 200 µg/mL a partir de hojas de plántulas 

cultivadas in vitro sin enraizar y una producción de 24.78 mg/g de CFT, 1.49 mg/g de 

FvT y una AA con un valor de IC50 mayor a 200 µg/g a partir de hojas de plántulas 

cultivadas in vitro enraizadas; así como una producción de 38.13 mg/g de CFT, 4.20 

mg/g de FvT y un IC50 de 64.01 µg/g a partir de hojas de plantas crecidas en 

invernadero y una producción de 36.41 mg/g de CFT, 9.21 mg/g de FvT y un IC50 de 

85.73 µg/g a partir de flores de plantas crecidas en invernadero; además de una 

producción de 57.8 mg/g de CFT, 4.54 mg/g de FvT y un IC50 de 33.79 µg/g a partir de 

hojas de plantas crecidas a campo abierto y una producción de 51.25 mg/g de CFT, 

9.5 mg/g de FvT y un IC50 de 60.22 µg/g a partir de flores de plantas crecidas a campo 

abierto. Para el caso de las LS en el trabajo de Jurkiewics y colaboradores (2010) 

determinaron un contenido de 7 LS en total por medio de HPLC, en raíces y brotes, 

extraídas por ultrasonido usando cloruro de metilo, obteniendo 0.0051 y 0.6708 mg/g 

respectivamente, a partir de plantas crecidas en invernadero durante 6 meses y 

fertilizadas con nitrógeno, fósforo y potasio (5:4:1) (Jurkiewicz et al., 2010).  

Existe una importante necesidad de estandarizar tanto cualitativamente como 

cuantitativamente el contenido de metabolitos secundarios de los extractos o 

fracciones del material vegetal medicinal, a través de diferentes parámetros analíticos 

para asegurar su control de calidad y reproducibilidad, ya que ellos definen la acción 

fisiológica a tener en el cuerpo humano en investigaciones o en productos 
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farmacéuticos (Edeoga et al., 2005; Mohan et al., 2010; Wu et al., 2013). En este 

sentido, se analizaron inicialmente de manera cualitativa las fracciones obtenidas de 

las 3 especies vegetales, para conocer cuáles contenían metabolitos secundarios del 

tipo fenólico y LS, mismas que son de interés farmacológico contra el cáncer, de 

manera que se logró discernir entre qué fracciones se realizaría un análisis cuantitativo 

posterior y selección para su empleo en los bioensayos de la actividad biológica. El 

análisis cualitativo, es una estrategia de bajo costo y fácil de realizar, que se basa 

principalmente en reacciones coloridas. Los metabolitos presentes en los extractos y/o 

fracciones dependen principalmente de su polaridad y de la polaridad del disolvente 

empleado (Kasolo et al., 2010; Mir et al., 2013). De tal manera que al usar disolventes 

con diferente polaridad se logró separar y concentrar los metabolitos secundarios en 

las fracciones, mismas que fueron analizadas, dando como resultado diferencias entre 

las concentraciones de los grupos de metabolitos en las fracciones. La mayor actividad 

antioxidante se presentó en las fracciones de B. cordata, a pesar de contener las 

menores cantidades de CFT, FvT y GFPT, metabolitos a los que se les atribuye dicha 

actividad, lo cual podría deberse a la presencia del VB y linarina que tienen gran 

actividad antioxidante y que se han reportado estar presente en especies del género 

Buddleja (D'Imperio et al., 2014, Gonçalves et al., 2015).  

Al realizar los barridos de los espectros de absorción de las fracciones, se pudo 

observar que la absorción de la longitud de onda ocurre de los 200-360 nm, en dicho 

rango se encuentran los CF (Dearden & Forbes, 1959), que corresponde con la 

información obtenida de la cuantificación de CFT, FvT y GFPT. Para el caso de 

pigmentos como la clorofila o carotenoides salió negativo el barrido 

espectrofotométrico, ya que para la clorofila se identifica entre los 400-500 nm y los 

600-700 nm, y para los carotenoides entre los 400-500 nm (Talamond et al., 2015), de 

manera que los cultivos in vitro de las 3 especies se podrían tratar de cultivos que han 

perdido la actividad fotosintética debido a que no existe especialización tisular, más 

que en el caso del cultivo de raíces en suspensión, que no es un órgano propiamente 

fotosintético. Para el caso de los terpenos la longitud de absorción se da entre los 220-



57 
 

320 nm (O´connor & Goldblatt, 1954), de manera que en el caso de las fracciones de 

línea celular de A. montana existe un pico de absorción a la longitud de onda de 223 

nm que podría corresponder a la helenalina (Adams & Herz, 1949), para T. parthenium 

a la longitud de onda aparece un pico a 214 nm que podría corresponder a la 

partenólida (Govindachari et al., 1965), y para las fracciones de B. cordata hay 

absorbancia a 291 nm que correspondería con el verbascósido (Avila et al., 2014). Sin 

embargo, haría falta un análisis fitoquímico más preciso para conocer los metabolitos 

específicos presentes en cada fracción.  

La vincristina en combinación con otros fármacos forma parte de la primera línea para 

el tratamiento del linfoma, sin embargo presenta varios efectos secundarios graves, 

como polineuropatía axonal dependiente de la dosis, así como estreñimiento, náuseas, 

fiebre, fatiga, diarrea, entumecimiento y hormigueo en pies y manos, anemia, 

disminución del apetito, insomnio, entre otros (Moore et al., 2001; Fawcett et al., 2004., 

Ocean & Vahdat, 2004; Weisfeld-Adams et al., 2007., Silvestre-Donat & Puente, 2008; 

Allevato, 2008). Por lo que es importante encontrar nuevos agentes quimioterapéuticos 

o combinaciones con mejor potencia farmacológica, disminuir las dosis sin 

comprometer la efectividad, disminuir o eliminar los efectos adversos y minimizar o 

retrasar la resistencia a los fármacos (Kapadia et al., 2013). En este sentido se 

determinó la actividad citotóxica de las fracciones a diferentes concentraciones y su 

combinación con vincristina a una dosis baja. Se encontró que la actividad en todos 

los casos fue dependiente de la concentración, siendo las concentraciones más altas 

de las fracciones las que tuvieron una mejor actividad citotóxica. Al realizar la 

exposición de la línea celular a las 8 diferentes  fracciones, seguidas de una dosis baja 

de vincristina se presentó una mayor actividad citotóxica reflejada en el IC50 que va de 

12.24-21.26 µg/mL en comparación con la exposición a las fracciones que va de 26.37-

60.82 µg/mL o la vincristina 1 nM, lo que nos indica que hubo una efecto potenciado o 

de la vincristina, ya que las fracciones funcionaron como agentes citotóxicos y 

posiblemente también como quimiosensibilizantes, debido a que en ellas existe una 

mezcla de diferentes metabolitos secundarios que podrían estar incidiendo en 
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diferentes vías de señalización propias de la línea celular de linfoma en una manera 

sinérgica o aditiva.  
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9 CONCLUSIONES 

Se encontró que la combinación de RCV Pic a 1 mg/L con Kin a 0.5 mg/L inducen el 

100% de callogénesis directa en medio semisólido, dando como resultado un callo 

friable y de rápido crecimiento en medio líquido a partir de explantes foliares de A. 

montana. 

Se determinó por medio de la cinética de crecimiento que el CCSAm es una línea 

celular estable, y que bajo las condiciones de cultivo se logró obtener una biomasa 

máxima de 8.9 g/L al día 15 y un mayor contenido de metabolitos secundarios tipo 

fenólico y terpénico al día 30.  

Se logró obtener un total de 13 fracciones de los extractos metanólicos para cada 

especie vegetal, de las cuales solo fueron caracterizadas fitoquímicamente 3 para el 

CCSAm y para el CRSTp, y 2 para el CCSBc, mostrando diferencias en el contenido 

de LS, CFT, FvT y GFPT entre las fracciones de cada cultivo en suspensión, así como 

en la AA.  

Las fracciones evaluadas presentaron actividad citotóxica en la línea celular de linfoma 

(ramos), ya que disminuyeron la viabilidad celular, principalmente a las mayores 

concentraciones empleadas que fueron de 20, 30 y 40 µg/mL, y su combinación con 

vincristina 1 nM mejora dicha actividad, mostrando un posible efecto 

quimiosensibilizador que podría deberse a la presencia de moléculas fenólicas y 

terpénicas que han sido ya reportadas como potenciales agentes citotóxicos.  
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10 PERSPECTIVAS 

Identificar los metabolitos secundarios presentes en las fracciones por HPLC-MS y 

cuantificar los mayoritarios por HPLC para tener fracciones estandarizadas  

Realizar ensayos de elicitación en los cultivos en suspensión para potenciar la síntesis 

de metabolitos secundarios.  

Determinar la actividad citotóxica en el mayor número de líneas celulares posibles para 

posteriormente realizar ensayos con modelos animales en los tipos de cáncer con 

dicha actividad. 

Determinar los mecanismos de acción de las fracciones en las líneas celulares donde 

presentes actividad citotóxica.  
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