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Resumen— Bacopa procumbens es una planta nativa de México.
En medicina tradicional, se ha empleado como antimalario,
antianémico, antiséptico, antipirético, antiviral, cicatrizante y
antibacterial, sin embargo, no existen estudios sobre la actividad
citotoxica. Tomando en cuenta la relacion quimiotaxica con
Bacopa monieri, se estudi6 la actividad citotoxica de los
compuestos mayoritarios presentes en B. procumbens obtenidos de
la fraccién organica del extracto hidroalcohdlico, se probaron
concentraciones de 10 a 200 pg/ml durante 24 y 48 horas, mediante
la tincion de yoduro de propidio se midid6 muerte celular
obteniendo como resultado que la fraccion de arbutinas presenta la
mayor actividad citotoxicidad sobre la linea celular cancerigena
SiHa a partir de 50 pg/ml después de 48 horas. Los resultados
sugieren un uso potencial de arbutinas presentes en la planta de
estudio, para tratamiento de cancer cervicouterino.
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I. INTRODUCCION

Bacopa procumbens o Mercadonia procumbens es una
especie originaria de México, distribuida desde el sur de
Estados Unidos a Sudamérica [1] pertenece a la familia
Scrophurariaceae, misma de Bacopa monniera, de la que se
ha reportado actividad antitumoral y citotoxica. [2-4]. B.
procumbens en la medicina tradicional se ha utilizado como
antimalarico, en desordenes biliares, anemia, antifebril,
tratamiento de erupciones cutaneas, antiséptico, cicatrizante
[5]. Sin embargo, no existen estudios respecto a la actividad
citotoxica. Solo existe en la literatura tres estudios
relacionados a esta especie, uno es el estudio del extracto
etanolico fraccionado con n-hexano, cloroformo, n- butanol
y agua; las fracciones fueron analizadas por medio de
cromatografia en columna y HPLC, los datos obtenidos
mostraron que la planta contiene 16 compuestos, dos de
elucidados por primera vez denominados Procumbdsidos A
y B [6].El segundo es el estudio del extracto acuoetanélico

que estimula la adhesion y promueve la migracion de los
fibroblastos 3T3 de raton desde dosis de 1-50 pg/ml,
perfilandolo como posible agente cicatrizante [7].

En la tercera referencia, en la cual basamos nuestro trabajo,
se realiz6 un estudio biodirigido del extracto hidroalcoholico
y su actividad antimicrobiana, en el que se obtuvo como
resultado, la identificacion de compuestos mayoritarios de
origen fendlico y efecto antimicrobiano sobre bacterias
Gram positivas [8].

II. METODOLOGIA

Preparacion del extracto y fraccion organica

La muestra de B. procumbens fue colectada en el estado
de Hidalgo en Octubre, El material vegetal seco y tamizado
(40 g) se extrajo con agua: metanol usando reflujo durante 4
horas a 75°C, el procedimiento se repitid6 4 veces. El
extracto se filtro, concentro a presion reducida y liofilizo en
un sistema de alto vacio, posteriormente se conservo a -4°C.
Se realizd la Dbiparticion agua: acetato de etilo,
posteriormente se fraccion6 en columna abierta con un
gradiente agua:acetonitrilo.

Cultivo celular

La linea celular SiHa fue cultivada en DMEM
suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS) y 1%
antibidtico (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina). La células se mantuvieron en incubadora
con 5% CO,. Para cada experimento las células fueron
tripsinizadas. Se utilizaron placas de 96 pozos, se
sembraron 6000 células, después de 24 horas de incubacion
fueron tratadas con las fracciones de B, procumbens en
concentraciones de 10, 50, 100, 200 pg/ml, durante 24 y 48
horas, se determind la citotoxicidad con yoduro de propidio
(IP), el experimento se realizé por triplicado los datos son
presentados con media y error estandar de la media (SEM).

El tratamiento estadistico fue realizado con el software
GranphPad Prism 6.04.
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III. RESULTADOS

Se investigo el efecto de las fracciones obtenidas de la
fraccion organica de la bipartcion del extracto de Bacopa
procumbens sobre la linea celular cancerigena. Las células
SiHa fue establecida del cultivo primario de carcinoma
escamoso grado II, contiene de 1 a 2 copias del VPH-16,
expresa los oncogenes p53 y pRb. Después de tratar a las
células con el extracto durante 48 horas se evalu6 el efecto
en la proliferacion y citotéxico mediante yoduro de propidio
el cual se une a los acidos nucleicos sdlo cuando disminuye
la integridad de la membrana plasmatica y nuclear [9].
Como primer paso, se evalud la actividad del extracto
hidroalcohdlico y la fraccion organica obtenida de la
biparticion sobre la linea celular SiHa, se observd, que
ambos disminuian la proliferacion celular a las 48 horas de
tratamiento (Fig. 1 y 2).
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Fig. 1. Efecto del extracto hidroalcohoélico en la confluencia celular de
células SiHa a las 48 horas.
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Fig. 2 Efecto de la fraccion orgénica en la confluencia celular de células
SiHa a las 48 horas.

Confirmando que la fraccion orgéanica tenia efecto sobre
las células tumorales, se procedié a evaluar los compuestos
obtenidos de la cromatografia en columna abierta, los
cuales fueron en su mayoria compuestos fenolicos
(arbutinas, procumgastrodinas A, B y C) y saponinas.

Para cada compuesto y sus mezclas, se evaluo la
actividad citotoxica durante 48 horas, se obtuvo como
resultado que la confluencia celular disminuia conforme
aumentaba la concentracion de dicho compuesto (Fig. 3).
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Fig. 3. Confluencia celular de linea celular SiHa a las 48 horas de
tratamiento con las fracciones

Para medir muerte celular se utilizé las células positivas
a la tincidén de yoduro de propidio (IP), obtenidas mediante
el cociente del porcentaje de células rojas y el porcentaje de
confluencia celular a las 48 horas. Como se observa en la
figura 4, la fraccion de arbutina producia mayor muerte
celular a las 48 horas en comparacion con las otras
fracciones, en las micrografias se observan las células
positivas a IP del tratamiento con arbutinas (fig. 5).
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Fig. 4. Células positivas a yoduro de propidio que indican muerte celular.
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Fig. 5 Micrografias de células rojas positivas a yoduro de propidio 40x
Incucyte zoom a diferentes concentraciones de fraccion de arbutina.

IV. DISCUSION

La evaluacion preliminar del efecto del extracto
hidroalcohélico y la fraccion organica sobre la linea celular
SiHa, permitié confirmar la presencia de compuestos con
actividad citotoxica, aunque no se midi6 muerte celular. La
fraccidon acuosa no se evalud, ya que de acuerdo al estudio
hecho por Hernandez Beteta en 2017, los compuestos
mayoritarios de origen fendlico [10] con probable actividad
citotoxica se encuentran en la fraccion organica. Todas los
compuestos de Bacopa procumbens conforme aumenta la
concentracion, provocan una diminuciéon de la confluencia
celular siendo mas evidente con la fraccion de arbutinas a
partir de 50 pg/ml. Sin embargo, al hacer la medicion de
muerte celular, la actividad citotoxica de las fracciones de
procumgastrodinas, no ejercen un efecto significativo como
las arbutinas, este resultado es comparable a lo reportado por
Hailan et al. 2011, donde concluye que las arbutinas inhiben
la proliferacion de las células de carcinoma de vejiga por
regulacion del gen p21 que bloquea el ciclo celular en la
transicion G1/S, permitiendo a la célula reparar el ADN
dafiado antes de replicarse [11].

V. CONCLUSION

En México mas del 90% de la poblacion usa las plantas
medicinal para el tratamiento de diferentes enfermedades
incluyendo el céancer [12]. Los pacientes con cancer
perciben a las plantas medicinales como eficientes y seguras
debido a su origen natural, a pesar de pocos estudios
farmacologicos que respaldan su uso.

En tono rimbombante, aproximadamente el 60% de los
medicamentos actualmente utilizados para el tratamiento del
cancer han sido aislados de productos naturales, subrayando
el potencial terapéutico de los extractos de plantas en el
cancer. Nuestros estudios indican que las arbutinas de B.
procumbens tienen potencial uso como tratamiento para
cancer cervicouterino, debido a la gran cantidad de
compuestos fendlicos presentes en el extracto.
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