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RESUMEN

Valdez Partida Julio. 2011. Determinacion del contenido, variacién fenoldgica y efecto
citotoxico de persina de aguacate criollo mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia).
Tesis de Maestria en Ciencias en Biologia Experimental, Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. 58 p.

La persina, una ecetogenina con propiedades citotoxicas, aislada de hojas y frutos de aguacate,
la cual se reporta su presencia en una sola variedad de aguacate criollo (P. americana Mill.
var. guatemalensis) y en varios cultivares de aguacate entre los que destacan el Hass y el
Fuerte, no ha sido reportada su presencia en el aguacate criollo mexicano (P. americana Mill.
var. drymifolia), siendo que este ha sido ampliamente utilizado en la medicina tradicional en
nuestro pais desde la época prehispanica. Para determinar si el aguacate criollo mexicano
tiene persina y si existe una variacion fenologica en su contenido, se elaboraron extractos
cloroformo-metanolicos 2:1 v/v, de tres genotipos. Los extractos se resupendieron en hexano
para ser analizados en Cromatofrafia de Gases acoplada a Especttrometria de Masas, donde se
detecto la presencia de persina, mediante la interpretacion de su espectro de masas, la cual

aparece en tu tiempo de retencion de 17.1 min en los cromatogramas

v
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1. INTRODUCCION

Se estima que México posee alrededor de 4,000 a 5,000 especies de plantas con
atributos medicinales, esto equivale al 15% del total de su flora conocida. El
conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas ha trascendido desde la
época prehispanica hasta nuestros tiempos gracias a la tradicion oral. Los actuales
“duefios” de esta informacion son, algunos de los miembros de los diferentes grupos
étnicos de nuestro pais. A pesar de esta riqueza de diversidad y del conocimiento
tradicional a cerca de las plantas medicinales, los trabajos de validaciéon quimica y
biomédica a cerca de estas plantas, estdn atrasados. Se calcula que de las 4,000 especies
que se tienen registradas con atributos medicinales, solo en 5% de éstas se han llevado a
cabo estudios de validacion farmacoldgica, biomédica y de quimiotaxonomia (Huerta,

2002).

Tal es el caso del aguacate (Persea americana Mill.) el cual es un arbol originario de
Meéxico y Centro América, que en la actualidad se cultiva en muchos paises del mundo.
Este fruto tiene un alto valor nutritivo y se consume como alimento. Se conocen mas de
500 variedades de esta planta, generadas por hibridacion de tres razas, y todas ellas se
caracterizan por su alto contenido en grasas mono insaturadas como el oleico y
palmitoleico. El aguacate contiene también lecitina, un fosfolipido necesario para el
metabolismo de las grasas y la prevencion de la arterioesclerosis y muchos otros
nutrientes esenciales como hierro, magnesio, potasio, 4cido pantoténico, acido folico y

vitaminas A, B3 (niacina), B6 (piridoxina), D y E (Bergh, 1992).

Al aguacate “criollo mexicano” (Persea americana Mill. var. drymifolia) se le han
atribuido desde la época prehispanica, gran nimero de propiedades medicinales, tales
como emenagogo (fruto), cicatrizante (pulpa de fruto), contra la disenteria y la diarrea
(semilla y cascara de fruto), para infecciones e inflamaciones de la piel (hojas), asi como
para parasitosis intestinales (hojas). El aceite de la semilla obtenido por compresion se

usa desde hace siglos para el tratamiento del cabello reseco y otros males del cuero
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cabelludo; también como ungiiento para aliviar el dolor y suavizar la piel de zonas

lastimadas (Gupta, 1995).

Hace mas de tres décadas atras, Kashman y colaboradores, reportaron por primera vez
una nueva clase de compuestos obtenidos del aguacate (P. americana Mill.). Esta clase
de compuestos son derivados de acidos grasos, posiblemente del oleico, linoleico,
linolénico, o acido estearico como precursores. Oelrichs y col. reportan en 1995
mediante el uso de técnicas de Espectroscopia de Infrarrojo (IR) y Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) el aislamiento e identificacion de una acetogenina presente
en las hojas del aguacate (P. americana Mill.) denominada persina, la cual presentaba
propiedades antifungicas y toxicas contra helmintos. Estos productos forman parte del
grupo de compuestos conocidos como acetogeninas alifaticas con actividad biologica,
las cuales estan restringidas a plantas de las familias Annonaceae y Lauraceae (Kashman

et al., 1969; Oelrichs et al., 1995).

Estudios recientes indican que las acetogeninas de laurdceas son sintetizadas durante el
desarrollo temprano de la planta, en las células de aceite denominadas idioblastos y son
transportados de las células de aceite a otras partes de la planta. En aguacate existe la
evidencia que indica que los idioblastos y el aceite que contienen, juegan un papel
importante en la defensa contra patogenos e insectos (Rodriguez-Saona y Trumble,

2000).

A la persina se le ha reportado con varias actividades biologicas, tales como: inhibidor
del crecimiento contra los gusanos de la seda, presenta actividad antifingica, causa
mastitis y agalaxia en ganado lactante y es un inhibidor de 6xido nitrico y de la
generacion de superoxido (Kim et al., 2000). Investigaciones mas recientes han descrito
que ademas, la persina posee propiedades efectivas contra el cancer, se ha demostrado
tener una actividad especifica contra células cancerosas de mama, inhibiéndolas
selectivamente en la fase G,-M e induciendo el mecanismo de apoptosis dependiente de

caspasas (Butt et al., 2006).
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Se ha reportado su presencia en hojas y tallos de aguacate cultivar Hass y en la variedad
guatemalteca (P. americana Mill. var. guatemalensis) (Rodriguez-Saona et al., 1998).
La persina se encuentra formando parte del aceite que almacenan los idioblastos,
presentes en hojas, semillas, raices y frutos del aguacate (Platt y Thomson, 1992;
Rodriguez-Saona et al., 1998; Domergue et al., 2000). Carman y Handley (1999)
reportaron la presencia de persina y su variacion en el contenido de ésta en hojas de
varios cultivares de aguacate, determinado que el cultivar Hass de todos los que se
evaluaron, fue el que mayor contenido de persina presentd. Lo anterior es evidencia de
que el contenido de esta acetogenina no solo varia a nivel de parte de la planta, sino a

nivel de genotipos o hibridos.

Nuestro pais cuenta con diferentes genotipos de aguacate “criollo mexicano” (P.
americana Mill. var. drymifolia), el cual ha sido ampliamente utilizado en la medicina
tradicional por sus propiedades curativas, y en la actualidad no existen reportes del
contenido de persina en ellos. Un estudio comparativo de los niveles de persina en
diferentes partes de la planta, en diversos genotipos de esta variedad de aguacate, y la
evaluacion de su efectividad en contra del cancer de mama resulta de gran interés.
Debido a esto, el objetivo de la presente investigacion fue determinar si el aguacate
“criollo mexicano” presentaba persina y si ésta mostraba variacion en hojas y tallos, asi
como en las diferentes etapas de desarrollo (fenologia). Por las evidencias de su efecto
citotoxico contra células de cancer de mama (células MCF-7), también se determind la
actividad citotoxica del extracto cloroformo-metandlico del genotipo de aguacate

“criollo mexicano” con mayor contenido de persina, en células MCF-7.
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2. ANTECEDENTES

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES Y USO DE PLANTAS MEDICINALES

El estudio de las plantas medicinales es hasta la fecha, un factor importante para la
investigacion y el desarrollo de farmacos, ya que durante el desarrollo de la
investigaciones etnobdtanicas, se han encontrado y determinado metabolitos con
actividad farmacolégica, que han sido utilizados para tratar enfermedades
cardiovasculares, del sistema nervioso central, y en el desarrollo de tratamientos contra
el cancer, asi como enfermedades gastrointestinales y dérmicas provocadas por
microorganismos como bacterias, virus y hongos (Lozoya y Rivera, 1999). Los reportes
afirman que hoy en dia el 40% de los productos farmacéuticos que se consumen en los
paises desarrollados proceden de productos naturales, sobre todo de vegetales (Huerta,

2002).

Actualmente se tiene el conocimiento de que muchas de las sustancias derivadas de
plantas, cuya actividad farmacologica es trascendente, se producen en las plantas
mediante rutas adicionales al metabolismo primario, conocido como metabolismo
secundario, por ello dichas sustancias son llamadas metabolitos secundarios. Muchos de
estos componentes, ya sea de forma individual o en diferentes combinaciones, poseen
efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos en el hombre, incluso, algunas de estas
sustancias se aprovechan también en la industria farmacéutica, alimentaria, textil,

agroquimica, perfumeria cosmetologia (Hartmann, 2004).

La distribucion de los metabolitos secundarios en el reino vegetal se infiere que es
amplia, puesto que se estima cerca de 20,000 especies vegetales que son utilizadas
medicinalmente (Penso, 1982). Del resto de las especies vegetales, se desconoce si
algunos de sus metabolitos poseen algin efecto farmacologico. Por lo que el
conocimiento en este campo es limitado y restringido a grupos taxondmicos particulares.
La mayoria de los metabolitos secundarios vegetales, generalmente se encuentran en

pequefias cantidades en comparacion con lo metabolitos primarios. Se ha encontrado

Bidl. Julio Valdez Partida
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que cumplen diversas funciones, por ejemplo, algunos metabolitos secundarios son
atrayentes de insectos polinizadores, algunos otros representan adaptaciones quimicas a
cambios del medio ambiente, también sirven como agentes quimicos de defensa contra
microorganismos, insectos depredadores superiores y otras plantas (Battista y Bettolo,

1988).

El conocimiento etnobotanico estd fuertemente enlazado a un factor cultural, y
constituye un indicador particular de la respuesta a la enfermedad por parte de los
pueblos. Recientemente durante los trabajos realizados en estas areas, se han
determinado metabolitos con actividad farmacologica, principalmente para tratar
enfermedades cardiacas, del sistema nervioso central, contra el cancer, gastrointestinales
y dérmicas, entre otras. Microorganismos como bacterias, protozoarios, virus y hongos
son causantes del coélera, amibiasis, herpes y pie de atleta respectivamente, en el
humano, asi como enfermedades venéreas tales como la gonorrea y el sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Herch, 1999).

Las estructuras de mas de 200,000 metabolitos secundarios han sido elucidadas a la
fecha, han proveido una enorme diversidad de esqueletos de carbono tUnicos y
modificaciones de grupos funcionales, han generado interés en la industria
farmacéutica, agroquimica, principalmente (Hartmann, 2004). El estudio de las plantas
medicinales en la actualidad es una actividad importante en el area de la investigacion y
desarrollo de farmacos; algunos reportes atfirman que en hoy dia el 40% de los productos
farmacéuticos que se consumen en paises desarrollados proceden de productos naturales,

sobre todo de vegetales (Huerta, 2002).

El efecto terapéutico que una planta puede poseer, se debe al contenido de diferentes
metabolitos secundarios como los aceites esenciales, taninos, acidos fendlicos,
sesquiterpenlactonas, cetonas, flavonoides, etc. Como ejemplos de plantas fuente de este
tipo de metabolitos estan el Eucalipto, Prop6leo, Romero, Ciprés, entre otros (Granada

etal., 1988).
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Otros de los ejemplos que se pueden citar de substancias o principios activos que se
producen en las plantas, por rutas metabdlicas secundarias, es el taxol, que proviene de
la planta Taxus brevifolia y T. cuspidata, este principio activo tiene una actividad de
anticancerigeno y antileucémico; la reserpina, principio activo que se encuentra en la
planta Rauwolfia serpentina y R. vomitoria, el cual tiene una actividad como
antihipertensivo y tranquilizante; la morfina, principio activo de Papaver somniferum,
que es uno de los analgésicos mas potentes y mas empleados en pacientes cuyos

padecimientos son muy dolorosos (Taylor, 2000).

2.1.1. Fitoquimica y actividad biolégica

El andlisis bioquimico de los metabolitos secundarios es complicado ya que es el
resultado de la integracion de diferentes disciplinas como la quimica, botanica,
microbiologia, bioquimica, farmacologia e involucra técnicas de analisis tanto
tradicionales como modernos. Cuando los compuestos son aislados, purificados e
identificados y su actividad bioldgica es comprobada, pueden utilizarse en medicina
herbolaria tradicional o bien, en la medicina aldpata para uso en animales y humanos

(Anaya et al., 2000).

Aun en los paises industrializados, el uso de remedios botdnicos estd aumentando de
manera espectacular. En 1990, el 2.5% de los estadounidenses adquiri6 remedios del
tipo herbolario, incrementdndose en 1997 al 12.1%. Las plantas han contribuido al
desarrollo del 25 al 50% de todos los farmacos que se recetan en Estados Unidos, ya sea
que se extraigan directamente de ellas o que sirvan para crear modelos bioquimicos o

plantillas para elaborar compuestos sintéticos (Swedlow, 2000).

En la actualidad, casi el 25% de los farmacos que se prescriben mundialmente contienen
uno o mas principios activos derivados de alguna planta, segun datos del National
Prescription audit de los Estados Unidos de Norteamérica (Kumar, 2004). En el afio
2006, el mercado farmacéutico mundial fue de 643 miles de millones de doélares y el

mercado de las plantas medicinales llegd a los 62 miles de millones de ddlares con una

Bidl. Julio Valdez Partida



Lab. de Biotecnologia Vegetal 11-QB UMSNH

tasa anual de crecimiento estimada segin un informe del Banco Mundial de entre 5 y
15%. Es decir, ademas de los farmacos derivados de plantas que se comercializan a
través de la industria farmacéutica, existe un mercado de hierbas medicinales que se
venden como suplementos dietarios o “medicinas naturales o tradicionales” que se
encuentra en expansion. Si bien en muchos paises pobres de Africa y Asia no tienen otra
opcion que usar medicinas naturales, los tratamientos con este tipo de farmacos se han

convertido en una alternativa en muchos paises ricos (Barquero, 2007).

A nivel mundial son por lo menos unos 120 metabolitos derivados de plantas que se
prescriben como medicamentos, algunos ejemplos de las plantas fuente de estos
metabolitos se muestran en el cuadro 1 (Taylor, 2000). Entre los principios activos
vegetales mas usados en terapéutica se han citado principalmente a los compuestos
esteroidales (progestagenos, corticosteroides, estrogenos y agentes anabdlicos); a
alcaloides como atropina y efedrina y sus derivados semisintéticos; a la morfina y
derivados hipnoanalgésicos; a la podofilotoxina y su derivado etopdxido; a vincristina,
vinblastina y taxol (anticancerigenos); y a los derivados flavonoides del Ginkgo biloba
(activador cerebral). En los tultimos afos, se han conferido diversas propiedades

curativas a los denominados aceites esenciales.

2.1.2. Compuestos anticancerigenos

El céncer es una de las enfermedades mas mortales en la actualidad, tanto que a nivel
mundial mueren mas personas por cancer que por el virus del SIDA (Sindrome de
Inmuno Deficiencia Adquirida), malaria y tuberculosis. Los estudios realizados a nivel
internacional reportan cifras alarmantes, como el hecho de que en 2007 murieron 7.6
millones de personas a causa de algun tipo de cancer y se registraron 12 millones de
nuevos casos, para este afio la ONU estima que el cancer se convertira en la mayor causa
de muerte del planeta, se cree que para el 2030 el cancer causard 13.2 millones de

muertes y se registraran 21.4 millones de nuevos casos (Castillo et al., 2010).
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Cuadro 1.

medicina moderna (Taylor, 2000).

Accion/Uso clinico Fuente Vegetal

Agrimofol
Ajmalicina
Anisodamia
Bergenina
Camptotecina
Cocaina
Colchicina
Curcumina
L-Dopa
Digitalina, Digitoxina
Acido Kaibico
Kheltina
Acido Nordihidroguaiarético
Quinina
Reserpina
Silimarina
Taxol
Timol

Vinblastina y Vincristina

Yuanhuadina

Antihelmintico
Desordenes circulatorios
Anticolinérgico
Antitusivo
Anticanceroso
Anestésico local
Agente antitumoral
Anticolesterol
Agente anti - parkinson
Cardiotonico
Ascaricida
Broncodilatador
Antioxidante
Antimalarico, antipirético
Antihipertensivo, tranquilizador
Antihepatotoxico
Agente antitumoral
Antifungico (topico)

Agente antitumoral,
antileucémico

Abortivo

Algunos de los principios activos derivados de plantas prescritos en la

Agrimonia supatoria
Rauvolfia sepentina
Anisodus tanguticos
Ardisia japonica
Camptotheca acuminata
Erythroxylum coca
Colchicum autumnale
Curcuma longa
Mucuna sp.
Digitalis purpurea
Digenea simples
Ammi visaga
Larrea divaricada
Cinchona ledgeriana
Rauvolfia serpentina
Silybum marianum
Taxus brevifolia
Thymus vulgaris

Catharanthus roseus

Daphene genkwa

En particular, el cancer de mama es una grave amenaza para la salud de la mujer a nivel

mundial, en México desde 2006 el cancer de mama es causante de un mayor nimero de

muertes que el cancer cérvico-uterino. Esta afeccion es la segunda causa de muerte en

mujeres de 30 a 54 afios de edad y amenaza a todos los grupos socioeconémicos. Se

estima un incremento cercano a 16,5000 nuevos casos para el afio 2020, y solo el 10%

de los casos se identifica en etapa I, ademdas los servicios son escasos y las
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intervenciones de deteccion temprana, en particular la mamografia, ain son muy

limitadas (Knaul et al., 2009).

Actualmente existen ya diversos tratamientos contra el cancer con diferentes porcentajes
de éxito, que varian desde la clasica quimioterapia hasta los nuevos avances como la
nanotecnologia y las técnicas modernas de microscopia, que estan teniendo un auge muy
importante. Aunque estos son avances muy notables en el conocimiento, tratamiento y
prevencion de la enfermedad, siguen existiendo ain muchas interrogantes. El alto costo
humano que provoca mundialmente esta enfermedad obliga a dirigir la mirada hacia la
busqueda de una cura efectiva, o de alternativas que mejoren la calidad de vida de los
enfermos. Hasta el momento, solo la prevencion se perfila como la mejor arma para
combatir el cancer, sin embargo, luego de afios de rigurosos estudios cientificos,
diferentes grupos de cientificos en el mundo han logrado significativos avances,
proponiendo el uso de productos naturales en las terapias contra el cancer. Ejemplos de

ellas son algunos compuestos o extractos derivados de las plantas (Huerta, 2002).

Los alcaloides vinblastina, vincristina, vindecina y vinorelvina (Catharanthus roseus),
los taxanos como paclitaxel y docetaxel (Taxus brevifolia), la epipodofilotoxina
(Podophyllum peltatum) y las camptotecinas como el topotecan, irotecan y camptotecina
(Camptotheca cuminata), son algunos de los compuestos anticancerigenos de origen
vegetal (Collet, 1998). En las tultimas décadas se ha reportado la presencia de un tipo de
compuestos llamados acetogeninas, aislados principalmente de plantas de la familia
Annonaceae como la guanabana (Annona muricata), estos compuestos al parecer son
altamente bioactivos y presentan actividad citotoxica contra varias lineas celulares de

distintos tipos de cancer (da Souza, 2006).
2.1.3. Acetogeninas
Las acetogeninas son un grupo de metabolitos secundarios que representan un tipo de

compuestos relativamente nuevos. Son compuestos restringidos a plantas de las familias

Annonaceae y Lauraceae. La primera acetogenina, la uvaricina fue aislada en 1982 de
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Uvaria accuminata (Anonnaceae), la cual presentd una alta actividad antileucémica y

marcd el inicio para el estudio de esta clase de compuestos (Rupprecht et al., 1990).

Las aceotgeninas son derivados de acidos grasos de cadena larga, aunque su ruta de
biosintesis aun esta completamente elucidad (Figura 1), contienen tipicamente dos
cadenas largas hidrocarbonadas, una de las cuales conecta a un grupo terminal y-lactona,
con un numero variado de anillos tetrahidrofuranos (THF) (Figura 2), los cuales hasta
este momento solo se han encontrado en la familia Annonaceae. Las cadenas
hidrocarbonadas se presentan oxigenadas, en forma de grupos hidroxilo, acetiladas y/o
con cetonas. Hay acetogeninas sin anillos THF, los cuales son remplazados por dobles
enlaces (dienos) tal es el caso de persina una acetogenina de Persea americana Mill.

(Fang et al., 1993; Rodriguez-Saona y Trumble, 2000; Chang y Wu, 2001).

mo | [ co, ] \
\ /

Fotosintesis ]

¥

[ Carbohidratos ]

= Acido = Acidos

\_ )/

Figura 1. Ruta de Biosintesis de las Acetogeninas. Modificado
de da Souza (2006).
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Figura 2. Diferentes tipos de acetogeninas aisladas de plantas de la

familia Annonaceae.

Las acetogeninas son compuestos bioactivos y presentan alto potencial como agentes
antitumorales, citotéxicos, inmunosupresivos, pesticidas y antimicrobianos (Cuadro 2).
Debido a la actividad que presentan, este tipo de compuestos han atraido la atencion de

los investigadores a nivel mundial (Gleye et al., 2001).

En el cuadro 3 se presenta una lista de acetogeninas aisladas de plantas de la familia
Annonaceae, que han sido probadas con distintas lineas celulares cancerosas y han
presentado actividad citotoxica. Tal es el caso de la Uvaricina, una acetogenina aislada
de Uvaria acuminata, la cual Jolad y col. en 1982 la reportan como un compuesto
citotoxico contra la linea celular Hep2G2 derivada de carcinoma de higado. Asimismo,
la Bullatacina, otra acetogenina con potencial antitumoral, la cual Oberlies y col. en
1994 la reportan como citotoxica contra la linea celular HeLa de carcinoma cérvico-

uterino.
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Cuadro 2.

Actividad biologica de acetogeninas.

Cuadro 3.

Uvaricina

Uvaria acuminata
Anonacina

Annona glauca
Crasiflorina

Annona crasifolia
Bullatacina

Annona atemoya
Rolliniastatina 1

Rollina emarginata
Mezcla de Acetogeninas de
Annona cherimolia
Muricina H

Annona muricata
Anomuricina A

Annona muricata

Mezcla de Acetogeninas de

Annona muricata

Uvaricina

Uvaria acuminata
Bullatacina
Asimina triloba
Scuamostolido
Annona squamosa
Acetogeninas de
Annona cherimolia
Muracina H

Annona muricata

Antileucémico

Citotoxico y Antihelmintico

Citotoxico

Induce Apoptosis

Antileishmaniasis

Citotoxico

Citotoxico

Antimalarico

Toxico sobre Ninfas de

Periplaneta americana L.

HepG2

Carcinoma de Higado
HeLa

Carcinoma Cervicouterino
CNE2

Carcinoma Nasofaringeo
Calo

Carcinoma Cervicouterino
H460

Cancer de Pulmon

Rupprecht et al., 1990

Rieser etal., 1991

Phineiro et al., 1994

Hui-Fen Chiu et al., 2003

Raynaud-Le et al., 2004

Garcia et al., 2006

Quispe et al., 2006

Ocampo et al., 2006

Robledo etal., 2008

Ejemplo e acetogeninas de Anonnaceae con actividad citotoxica.

Jolad etal., 1982

Oberlies etal., 1995

Xie etal., 2003

Garcia et al., 2006

Quispe et al., 2006
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2.2. USO DE PLANTAS MEDICINALES EN MEXICO

El primer libro de herbolaria medicinal azteca y una de las mas importantes fuentes
bibliograficas historicas de la materia médica en América, lleva por titulo Libellus de
medicinalibus indorum herbis (librito de las yerbas medicinales de los indios), que se
conociera cuatro siglos después como Codice Badiano, es una obra en la que se

describen mas de 150 plantas nativas de México y donde se consta su uso medicinal

(Valverde, 1984).

El codice Badiano, también conocido como Coddice De la Cruz-Badiano, es un libro
sobre la herbolaria mexicana, escrito originalmente en nahuatl por el xochimilca Martin
de la Cruz, alumno del Colegio de Santa Cruz de Tlatelolco en 1552. El original en
nahuatl ha desaparecido pero posteriormente fue traducido al latin por Juan Badiano,
también Xochimilca y estudiante del Colegio de Santa Cruz. Otro nombre con que se
conoce este codice es Barberini, debido a que Francesco Barbenini lo poseia durante los

primeros afios del siglo XVIII (Valverde, 1984).

En la relacion con las plantas empleadas en el tratamiento de las enfermedades en el
Libellus de la Medicinlibus Indorum Herbis, se han realizado una serie de estudios
conducentes a dilucidar el papel que éstas tenian en la medicina prehispanica, asi como
las plantas empleadas para un tratamiento. Entre las usadas para las alteraciones del
suefio son dignas de mencion el tlazolpahtli cuyo efecto de tipo magico seria limpiar al
insomne de pecados y preocupaciones; al contrario la hierba cochizapotl, que seria
empleada también contra el insomnio en virtud de la observacién de los antiguos
mexicanos de que hace dormir; efecto que en la actualidad le es reconocido
indirectamente debido a la accion hipotensora de esta planta, que no es otra que el
zapote blanco (Casimiroa edulis). Basten estos dos ejemplos para precisar que el empleo
que hacian los antiguos mexicas de las plantas medicinales estaba sustentado lo mismo
en la observacion empirica, que en el uso magico; sin embargo, es mucho lo que falta
saber sobre ambas situaciones, y sobre puntos intermedios que van desde uno a otro de

los polo antes mencionados (Aranda, 2003).
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Desde hace tiempo se sabe que México junto con Centro América, constituyen una de
las regiones donde se concentra una gran diversidad de especies y de casi todos los tipos
de vegetacion que se conoce en nuestro planeta (Rzedoswki, 1978). En la actualidad se
piensa que México posee aproximadamente 30,000 especies de plantas vasculares,
teniendo una flora més basta que la de los Estados Unidos de Norteamérica y Canada
(Rzedowski, 1991). Para el caso del Estado de Michoacén no se conoce con exactitud el
numero de especies, pero de manera conservadora se cree que existen alrededor de 4,
420 especies de angiospermas (Rodriguez y Espinosa, 1995), muchas de estas presentan

gran variedad de formas en su uso.

Se calcula que la flora medicinal mexicana contiene entre 3,000 y 5,000 plantas que
tienen un potencial terapéutico. Un total de de 3,000 especies han sido compiladas en un
atlas de plantas medicinales empleados por diversos grupos étnicos. Increiblemente,
aproximadamente solo el 1% de las plantas medicinales ha sido estudiado a fondo,
considerando sus propiedades medicinales potenciales. Por lo tanto, es claro que debe
llevarse a cabo mayor investigacion clinica y etnobotdnica (estudio de las diversas
culturas indigenas y el uso que éstas hacen a las plantas que los rodean), en virtud de
elucidar el posible beneficio medicinal de varias plantas medicinales (Argueta et al.,

1994; Lozoya, 1994; Aguilar 1999).

En trabajos maés recientes en nuestro Estado, Michoacan, se muestra la importancia que
reviste el conocimiento de las plantas medicinales en sus diferentes municipios, es el
caso de Farfan (2001) sobre aspectos ecoldgicos y etnobotdnicos en la comunidad
Mazahua de Francisco Serrato en Ziticuaro, quién determind 190 especies Ttiles,
comprendida en 58 familias y 130 géneros: Destaca dentro de sus resultados a la Familia
Asteraceae con un alto porcentaje de uso, principalmente forrajero y medicinal
(24.21%), seguida por la familia Gramineae (6.32%). Sefiala asimismo que del total de

plantas qtiles, el 13.68% corresponden a las medicinales.

Por su parte Huerta (2001) realizdé un estudio sobre las plantas medicinales que se

comercializan en el mercado independencia en la ciudad de Morelia, Michoacén, registra
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para ello, 137 especies de plantas medicinales, pertenecientes a 67 familias botanicas, de
las cuales 113 son originarias del estado (82%). También llevé a cabo un estudio
cuantitativo y cualitativo de la flora medicinal de Copandaro, Michoacan, registrando
103 especies comprendidas dentro de 36 familias, siendo las mas importantes por el
numero de género y especies: Asteraceae, Labiatae, Leguminosae y Solanaceae. En un
estudio floristico de plantas arvenses en cultivos de maiz dentro del municipio de Villa
Morelos, Michoacan se registraron 7 categorias de uso, dentro de ellas 28 especies son
medicinales, con la familia Asteraceae mejor representada (24. 49%). Asimismo, en un
trabajo sobre plantas utiles de San Pedro Jicuaro municipio de Ciudad Hidalgo,
Michoacan, se identificaron 160 especies, agrupadas en 134 géneros y 47 familias, de
este total de especies 85 fueron medicinales en la comunidad de Cutzéataro, Michoacan.
Se han registrado el uso de 67 especies medicinales pertenecientes a 60 géneros y 29
familias, la familia botanica con mayor niimero de especies medicinales fue Asteraceae

con un total de 13 especies (Bello, 2006).

Aparte de los trabajos michoacanos antes citados, existen otros que han trascendido a
través de la historia, entre los que destacan los siguientes: La historia antigua de México
por Javier Clavijero (1780) quien dedica algunos capitulos a las plantas utiles y en
particular las medicinales. En 1790 Martin Sess¢ y J. mariano Mocifio inician estudios
sobre los recurso naturales de México, en cuya travesia pasan por Cuitzeo y Morelia
colectando e identificando plantas medicinales con sus respectivos usos (Mc Vaugh,

1977).

2.2.1. Avances en validacion del conocimiento tradicional

Pese a la situacion privilegiada que posee México en diversidad de plantas medicinales
y el conocimiento tradicional que se tiene al respecto, el rescate (documentacion) y la
validacion de estos conocimientos y recursos bioldgicos, es una actividad reciente, pues
los estudios que se han hecho para llevar a cabo estas actividades datan de hace tres
décadas. De los grupos pioneros en este campo de investigacion, destacan el trabajo de

investigadores de la universidad de UTAH en 1975, quienes fueron los primeros en
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realizar estudios de validacion cientifica de la herbolaria Azteca. Estos investigadores
trabajaron con 25 plantas medicinales citadas en documentos del siglo XVI
(documentos como Cddice De la Cruz-Badiano y La historia General de las Cosas de la
Nueva Espaina de Fray Bernadino de Sahagin) y pudieron comprobar que los principios
activos extraidos de ellas, poseian las propiedades terapéuticas referidas en los
documentos. Se estima que en M¢éxico de las 4000 a 5000 especies con potencial
medicinal que se tienen registradas, solo en un 5% de estas especies se han llevado a
cabo estudios de validacion farmacoldgica, biomédica y de quimiotaxonomia (Huerta,

2002).

2.2.2. Plantas medicinales mayormente utilizadas en México

Aunque los reportes indican un sinnumero de las plantas medicinales mas utilizadas en
nuestro pais, las mas nombradas son gordolobo (Gnaphalium sp.), eucalipto
(Eucalyptus, probablemente E. globulus), hierbabuena (Menta sp), manzanilla
(Matricaria chamomilla), nopal (Opuntia sp., probablemente Opuntia ficus_indica),
arnica (Heterotheca spp.), guarumbo (Cecropia obtusufolia), verbena (Verbena
carolina), sauco amarillo (Tecoma stans), epazote (Chenopodium ambrosioides), la
sabila (Aloe vera), ruda (Ruta graveolens), romero (Rosmarinus ofilinalis), etc. (Linares
et al.,1990; Taddei-Bringas et al., 1999).

El gordolobo es una planta que se usa principalmente para trata afecciones respiratorias
como la tos, la bronquitis o la inflamacion de las mucosas, para lo cual se hierven las
ramas y flores; cuando hay heridas contusiones y esguinces, dolores reumaticos, colicos
menstruales, gastritis y ulceras, se recurre con frecuencia al arnica, que puede ser
tomada como té o usarse como emplasto mezclado con manteca que se aplica sobre la
herida o la zona dolorida; el guarumbo, Chancarro, trompeto u hormiguillo (Cecropia
obtusifolia) es una planta medicinal muy apreciada desde el centro hasta el sureste del
pais para los casos de diabetes, para lo cual se prepara una infusion de hojas, ramas,
corteza o raiz que se toma como agua de tiempo; es posible que la manzanilla, camomila

o chamomilla sea una de las plantas mas utilizadas, los antiguos mexicanos las
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empleaban para tratar trastornos digestivos, como voOmito, gastritis, disenteria
indigestion, colicos, bilis e infeccion del estomago entre otros. La verbena, ajenjo
grande, hierba de San José, chilillo o poleo negro, es una planta a la cual se le atribuye
virtudes como purgante y para sanar padecimientos de tipo digestivo, como el vomito, la
diarrea, el dolor de estdémago o la disenteria, sin embargo se usa mas para el tratamiento
de la bilis, debilidad, e inapetencia y dolores de cabeza; al tronadora o satico amarillo su
usa ante todo para tratar diabetes y padecimientos digestivos, epiteliales, respiratorios y
ginecologicos; el epazote es una planta que se usa principalmente para tratar problemas
de amibiasis y lombrices intestinales, para lo cual se prepara una coccion de las ramas en
agua o en leche, se le deja reposar durante la noche y se toma en ayunas durante una
semana y media; la sabila, zabila, o toechiiio psosacmentl es una de las plantas con los
usos mas variados como medicamento, ya que como cataplasma, posee propiedades
emolientes y desinflamatorias, por lo que se le utiliza con mucha frecuencia en los casos
de quemaduras, y otras clases de lesiones; la ruda es otra de las plantas cuto uso se ha
extendido para tratar un gran niimero de enfermedades en la medicina tradicional, es
muy utilizada para combatir el dolor del estobmago, la infusién de esta planta ayuda a
facilitar la menstruacion y combate los dolores menstruales, los espasmos musculares,
estimula la circulacion cuando hay varices y disminuye las molestias de la menopausia;
El romero es una especie que se usa en forma de infusion para tratar problemas como la
anemia y para detener el flujo menstrual, sirve asi mismo para aliviar la inflamacion del
colon, y se ha registrado su uso para combatir la epilepsia, fortalecer la circulacion y
aliviar los estados de anemia y la impotencia; el nopal, la avena o el apompo, se utilizan

como antidiabéticos (Linares et al., 1990).

En México, muy pocas plantas nativas han sido reportadas con actividad citotoxica,
entre ellas estan Karwinskia parvifolia (linea celular hepatoma) (Rivas-Galindo y
Waksman, 2001); Hamelia patens, Dioon spinulosum y Gossipium schottii (linea celular
HeLa) (Mena-Rejon et al., 2009); Rhoeo discolor (linea celular hepatoma) (Rosales-
Reyes et al., 2008); Anemopsis californica (linea celular MCF-7) (Daniels et al., 2006);
y Juniperus communis (linea celular MCF-7) (van Slambrouck et al., 2007).

Bidl. Julio Valdez Partida



Lab. de Biotecnologia Vegetal 11-QB UMSNH

2.3. AGUACATE CRIOLLO MEXICANO (LAURACEAE)

El aguacate “criollo mexicano” (Persea americana Mill. drymifolia) es un arbol hasta de
40 m de altura; ramillas rollizas, pubescentes o glabras, frecuentemente con grupos de
cicatrices de bracteas en la base de las secciones de crecimiento anual; yemas terminales
pubescentes; hojas espaciadas o algunas veces hacinadas cerca de la punta de las ramas,
en ocasiones ausentes por corto tiempo (plantas deciduas), peciolos de 1 a 5 cm de largo,
pubescentes o glabros, ldminas variables en forma, por lo comun angosta a ampliamente
elipticas, de (6)10 a 18(30) cm de largo, por (2.5)5 a 12 cm de ancho, dpice redondeado,
obtuso o agudo, algunas veces acuminado, base aguda a redondeada, verdes o glaucas en
el envés, venas laterales 6 a 8(10) pares, inmersas en la haz, mds o menos
prominentemente elevadas en el envés, venas terciarias formando un reticulo fino,
cartaceas, haz glabra, envés glabro o variadamente pubescente, algunas veces con olor a
anis; inflorescencias axilares o usualmente hacinadas en la base de las ramas nuevas, de
(3.5)5 a 11 cm de largo, glabras o pubescentes, pedicelos florales de 4 a § mm de largo,
pubescentes; flores subcampanuladas, de 5 a 5.5 mm de largo, amarillentas; tépalos
elipticos o angostamente elipticos, de 3.7 a 6.3 mm de largo, por 1.8 a 3 mm de ancho,
los externos ligeramente mas cortos que los internos, densamente pubescentes en la cara
exterior e interior; estambres de los verticilos I y II de 2.8 a 3.7 mm de largo, filamentos
del doble de la longitud de las anteras, densamente pubescentes, anteras glabras excepto
por la base del conectivo que es adaxialmente pubescente al igual que la base de la
antera del lado abaxial, estambres del verticilo III de 3 a 4.3 mm de largo, filamentos del
doble o mas de la longitud de las anteras, densamente pubescentes, anteras pubescentes
en su mitad inferior adaxialmente, pubescentes en la base al igual que en el conectivo
abaxialmente, glandulas de 0.4 a 0.8 mm de largo, elipticas, conspicuamente
pediceladas, pedicelos tan largos o madas largos que las glandulas, pubescentes,
estaminodios de 1.1 a 2.2 mm de largo, con filamentos pubescentes abaxial y
adaxialmente, 4pice pubescente en su base adaxialmente, pubescente abaxialmente;
hipanto ausente; ovario y estilo pubescentes; fruto piriforme o globoso, de 5 a 15 cm de
largo, tépalos deciduos o brevemente persistentes en el apice del pedicelo (Figura 3)

(van der Werff'y Lorea, 1997).
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Figura 3. Persea americana Mill. var. drymifolia A. ramilla con
inflorescencias; B. ultima division de la inflorescencia; C. vista
interior de una flor; D. vista esquematica de (izquierda a derecha):
ovario, estambre del primer verticilo, estaminodio y estambre del
tercer verticilo; E. fruto inmaturo. Tomado de (van der Werff y
Lorea, 1997).
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P. americana Mill. var. drymifolia se encuentra en un rango altitudinal de 850 a 1700
msnm, principalmente en lugares cubiertos por bosque mesofilo de montafa, encinares
muy humedos asi como por la vegetacion secundaria correspondiente. Su época de
floracion es de enero a marzo mientras que la de fructificacion es de abril a junio. Se

cultiva ampliamente en México por sus frutos comestibles (van der Werff y Lorea,

1997).

Por otro lado, México forma parte del centro de origen de la especie, por lo que alberga una
amplia diversidad genética, sobre todo de variedades criollas entre las més importantes es
el aguacate “criollo mexicano”, por su uso como portainjerto del cultivar Hass y por su alto

potencial como planta medicinal (Sanchez-Pérez, 2001; Bello-Gonzalez, 2006).

2.3.1. Etnobotanica y farmacologia de aguacate

La semilla contiene un fluido lechoso con el olor y gusto de almendra. A causa de su
contenido de taninos, se vuelve rojo cuando se expone al sol, proveyendo un rojo
indeleble, tinta marrén o negra fue usada para escribir muchos documentos en los dias
de la Conquista Espafiola, estos archivos se conservan ahora en Popayan. La tinta
también se usaba para marcar algodon y lienzos textiles. En Guatemala, la corteza se
hierve con tinturas para extraer el color (Alfaro y Evangelista, 1995). Se ha reportado el
uso de esta planta y sus productos como terapéuticos, artesanal e insecticida y fungicida,
por lo cual diversas investigaciones se han realizado cubriendo aspectos etnoboténicos,

fitoquimicos y farmacolégicos.

Entre los nahuas del Rio Mezclala (Guerrero), las hojas del aguacate criollo (awakatl) se
utilizan contra la diarrea, el vémito, como desparasitante intestinal y para lavar el pelo;
con la corteza del arbol se hacen te antidiarreicos, febrifugos y estomaquicos (Salomon,
1983; Ramirez, 1991). Usos andlogos se encuentran en la mixteca oaxaquena y entre los
Coras de Nayarit, donde el arbol se conoce como iyaujka (Gispert-Cruells y Rodriguez,
1998).
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Los P’urépechas de la Meseta y del lago de Patzcuaro (Michoacan) utilizan el aguacate
(kupanda) en comida como antidiabético, la cascara en decoccion contra los lombrices
intestinales, las semillas, molidas y enjuagadas, para vigorizar y dar brillo al pelo; las
hojas, tomadas en decoccion sirven contra los dolores de muelas, contra los resfriados vy,
tostadas con sal y aplicadas calientes, como antinflamatorio y desinflamante de los
golpes (Gioanetto y Blas, 2000). Bello-Gonzalez (2006) lo reporta como antiséptico y
se aplica directamente en las heridas. La madera del aguacate recuperado de podas se

emplea en Paracho para fabricas guitarras y violines, juguetes y artesanias de madera.

Hernandez (1570-1577; Obras completas, tomo I, cap.CIII ed. 1959) indica el nombre
azteca del aguacate Ahuacacuahuitl (“arbol de los testiculos”) y sefiala algunos de sus
usos medicinales durante la época prehispdnica: las hojas empleadas en bafios como
tonico corporeo y el aceite del hueso contra el salpullido, la disenteria y como

cicatrizante de llagas (Alfaro, 1984).

Actualmente en México, numerosas poblaciones indigenas y mestizas siguen
manteniendo practicas terapéuticas que emplean las diferentes partes del recurso
aguacate en decenas de preparaciones herbolarias curativas. En la Sierra Norte de
Puebla, las hojas del aguacate sirven para saborear diferentes comidas y como
condimento en las gorditas de alverjon. A nivel medicinal, los Totonacos (donde el
aguacate es conocido con el nombre de kukuta, kuka’taj) (Alfaro, 1984), los Nahuas
(ahuacatl), los Tepehua (cakuta) emplean la semilla, molido en supositorio contra el
“susto”, las hojas mezcladas en alcohol y untadas como antirreumaticas, antineuralgicas
y antiepilépticas; la decoccion de las hojas es tomada contra la diarrea, los cdlicos, los
dolores del estomago y de cabeza, el vomito, la tos, para inducir y provocar el parto,
contra la tifia, como tonificante del cuero cabelludo y contra la caspa, como vermifugo y
desparasitarte intestinal. Hasta la cascarilla del “hueso” es tomada en decoccion contra
las lombrices intestinales. Otros grupos totonacos de Papantla (Puebla) emplean las
hojas en bafios contra la escarlatina, la bronquitis, en bafios tonicos post parto, como
hemostatico y antidolorifico local contra los dolores provocados por un trabajo pesado;

la cascara del fruto, dejada a macerar en agua una noche, es tomada como antiparasito
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intestinal. Las propiedades calmantes, astringentes y cicatrizante son debidas a la
presencia de algunos principios activos del fruto como la serotonina, la triptamina y el

heptadecatriol insaturado (Ortiz de Montellano, 1993).

En diferentes poblados del Estado de Morelos, las semillas del aguacate son usados en
preparaciones medicinales destinadas como antidiarreico (decoccion a tomar), contra el
dolor de estomago (decoccidon a tomar) y contra el empacho; en Tlatempa se sefiala su
uso como afrodisiaco. Los mixtecos de Alcozauca (Guerrero), donde el aguacate es
conocido como tichi u tishi, las hojas son tomadas en decoccion por sus propiedades
antidiarreicas, antivomitivas, contra los célicos y el agotamiento. Se distinguen ocho
variedades locales (aguacate de leche, criollo, de bola, montanero, paraguayo, cuello de
ganso, rofoso, pagua) que se consumen por su fruto y por las propiedades

condimentarias de las hojas (Baytelman, 1992).

El banco de datos del IMEPLAN (1990) enlista las siguientes propiedades terapéuticas
populares de la especie en el pais: afrodisiaco, contra abscesos, aftas, anginas,
anticatarral, antidiarréico, antidisentérico, antineuralgico, contra la sarna, el paludismo y
los empeines, como antiparasitario, antitumoral, antirreumatico, aperitivo, astringente,
catartico, cicatrizante y regenerativo de llagas y heridas, emenagogo, eupéptico,
hemostatico, pectoral y expectorante, carminativo, contra contusiones, dermatosis,
enfermedades exantemadticas, sordera, tifia, como tonico capilar y para aumentar la

secrecion espermatica (Ortiz de Montellano, 1993).

En Chiapas, los Tzoltziles que llaman esta especie on, empleando las semillas molidas y
calientes en aplicaciones externas sobre la garganta contra las infecciones y los dolores
del aparato respiratorio y bucal. En el distrito de Ocotlan (Oaxaca) se emplean las hojas
del aguacate en bebida como abortivas y para acelerar las contracciones durante el
parto; los chinantecos de la Sierra Madre Occidental del distrito de Chinantla (Oaxaca)
emplean las hojas como contraceptivo y emenagogo. Las propiedades abortivas, de
hemostatico uterino, de tonificante posparto y/u emenagogas del aguacate son bien

conocidas en muchas farmacopeas tradicionales americanas y africanas, debido a la
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presencia en las hojas de los alcaloides serotonina y tiramina (que demostraron una
actividad estimulante in vitro de los muslos uterinos y del estragol con sus propiedades
inhibitorias oxitocicas y como remedio contra la dismenorrea, a través de su actividad

inhibitoria sobre la monoamina oxidasa (Ortiz de Montellano, 1993).

Los indigenas Kichapoo del norte de Coahuila emplean los huesos del aguacate
machacados y tomados en decoccidon como hemostatico uterino en caso de aborto u
después del parto. En archivos del IMSS se enlistan las siguientes propiedades
medicinales de esta especie (Alfaro, 1984):

Hojas: Tomadas en infusiéon como vermifugo intestinal (nahuas de Puebla), tomadas en
decocciodn contra la diarrea (Quimixtlan, Puebla); tomadas en infusion contra los dolores
de estomago (mixes de Oaxaca y en Ixcacautitla, Veracruz); tomadas en infusion y
frotadas en el cuerpo contra célicos, parasitos intestinales y reumatismos (Culiacan y El
Dorado, Sinaloa); hervidas en agua y aplicadas en banos de temazcal como desinfectante
de la mujer después del parto (Xoloxtoc, Morelos); tomadas en decoccion contra los
dolores de muelas y odontélgico (Jestus del Monte, Michoacén).

Semilla: molida y aplicada con aceite como antiinflamatorio sobre fracturas y moretones
(otomies del Estado de México); molida en agua y aplicada en todo el cuerpo contra el
“susto” (nahuas de Puebla); raspada, macerada en agua y tomada como vermifugo
intestinal (Tenampilco, Puebla).

Ramas: hervidas en agua y aplicadas en bafios para desinfectar la matriz después del
parto (Guerrero).

Cascara del fruto: macerada en agua y tomada como vermifugo intestinal (Misantla,

Veracruz).

2.3.2. Metabolitos secundarios de aguacate biolégicamente activos

Se han aislado varios metabolitos secundarios biolégicamente activos de aguacate,
aunque los reportes generalmente se refieren a variedades o cultivares comerciales como
el “Hass” (P. americana Mill.) o criollos como el Guatemalteco (P. americana var.

guatemalensis). Algunos de ellos han demostrado diferentes tipos de actividades:
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1. Antifangica: Cuatro compuestos aislados de la cédscara de frutos inmaduros de
aguacate identificados como: 1,2,4-trihidroxiheptadeca-16-ino, 1,2,4-
trihidroxiheptadeca-16-eno, y 1-acetoxi-2-4-dihidroxi-16-ino, (este ultimo ya se habia
detectado previamente en semillas de aguacate) y el mas potente 1-acetoxi-2-hidroxi-4-
oxo-heneicosa-12,15-dieno, poseen notable actividad contra el hongo Colletotrichum

gloeosporioides (Domergue et al., 2000).

2. Bactericida: Un extracto de semillas de aguacate exhibi6 actividad contra algunas
bacterias Gram-positivas, siendo el compuesto mds activo del extracto un compuesto

alifatico de cadena larga, 1,2,4-trihidroxi-nheptadeca-16-eno (Neeman et al., 1970).

3. Insecticida: Un aceite extraido de las células del idioblasto del mesocarpio del
aguacate, fue toxico contra larvas de Spodoptera exigua y se identifico como (12Z, 157)
-1- acetoxi- 2- hidroxi-4 - oxo- heneicosa- 12, 15- dieno (persina) (Rodriguez-Saona et

al., 1998; Rodriguez-Saona y Trumble, 2000).

4. Antiviral: Algunos extractos de hojas de aguacate tanto acuosos como metandélicos,
tuvieron actividad moderada contra el HIV-1 (virus de la inmunodeficiencia humana) en
pruebas in vitro (Wigg et al., 1996). Una infusiéon de hojas de aguacate mostré una
fuerte inhibicion del virus del herpes tipo 1 (HSV-1); se aislaron los monoglicésidos
flavonol y kaempferol, asi como quercetina y otros derivados. Las sustancias aisladas

fueron menos activas que la infusion (de Almeida et al., 1998).

5. Antioomiceto: Zaki y Col. (1973), reportaron haber encontrado en extractos de
organos (Hojas, frutos y raices) de Persea borbonia, una especie incompatible con P.
americana, un compuesto quimico que era toxico a Phytophthora cinnamomi.
Posteriormente el compuesto fue aislado y caracterizado, y se le dio el nombre de
borbonol. Este compuesto es un carbohidrato de cadena larga con un anillo lactona, y se
postuld que la presencia de ese compuesto podria ser la base de la resistencia a P.
cinnamomi, y que las especies de Persea con bajas o nulas concentraciones de borbonol

en sus raices serian susceptibles.
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6. Anticancerigeno: Butt y cols. (2006) observaron que el ciclo celular de las células de
cancer de mama humano incubadas en presencia de persina se bloquea selectivamente
en la fase G,-M y ademas se induce el mecanismo de apoptosis dependiente de caspasas.
La evidencia obtenida hasta ahora indica que la persina estaria actuando de forma
similar al Paclitaxel, un farmaco que interfiere con el rompimiento normal de los
microtubulos durante la division celular y que es empleado en la quimioterapia contra el
cancer de mama, pulmoén, ovario y otros mas. Las evidencias de diversas
investigaciones demuestran que la persina es una acetogenina con actividad

anticancerigena (Roberts et al., 2007).

2.4. PERSINA

La persina es una acetogenina sintetizada en los idioblastos presentes en hojas y frutos
de aguacate (P. americana Mill.), su funcion natural es de insecticida y fungicida. Es un
derivado de 4cidos grasos de cadena larga, posiblemente C:18 (oleico, linoleico,
linolénico, o acido estearico como precursores) (Figura 4). La concentracion de persina
en hojas varia con el cultivar, Carman y Handley (1999) reportan el mayor contenido en
hojas del cultivar Hass (4500 pg/g, peso fresco), documentando que los valores de
persina varian entre diferentes hibridos, encontrando cantidades indetectables en
hibridos naturales de la variedad Guatemalteca. También reportan que no encontraron
diferencias significativas en el contenido de persina entre hojas jovenes y maduras. La
existencia de esta acetogenina en el aguacate “criollo Mexicano” no se ha reportado,
pero las evidencias indican su presencia debido a las propiedades antimicrobianas que

esta planta medicinal posee (Bello-Gonzalez, 2006).

Las concentraciones de persina en los tejidos de aguacate, son reguladas por la actividad
de la enzima lipoxigenasa. Esta enzima es la responsable de la oxidacion del dieno de la
molécula, lo que causa decrementos en los niveles de persina durante la maduracion del
fruto, dependiente del incremento en la actividad de la lipoxigenasa (Rodriguez-Saona y

Rumble, 2000).
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Figura 4. Estructura molecular de Persina.

A la persina se le reporta como un compuesto con una amplia actividad bioldgica,
Prusky y col. en 1982 la reportan como un dieno con actividad antifingica, presente en
fruto de aguacate, especificamente contra Colletotrichum gloeosporioides, hongo
causante de la enfermedad conocida como antracnosis. En 1995 un grupo de australianos
reportan a la persina como un compuesto citotoxico, ademas encontraron que dosis
administradas a ratones lactantes de 60-100 mg/k de hoja de aguacate producen mastitis
no infecciosa. Mientras que dosis de persina de 100 mg/k provocan necrosis en el
miocardio y dosis de 200 mg/k son fatales. Ademdas encuentran similitudes estructurales
de la persina con las acetogeninas de anonéceas y es a partir de estas investigaciones,

que a la persina se le considera una acetogenina (Oelrichs et al., 1995).

Rodriguez-Saona y col. (1997), demostraron el efecto de persina en el lepidoptero
Spodoptera exigua, observando efectos inhibitorios en el crecimiento de larvas y en la
alimentacion en concentraciones de 200 pg/g y 400 ug/g en la dieta respectivamente.
Persina mostro efecto insecticida contra S. exigua en niveles muy por debajo a los que se

encuentra en los idioblastos del mesocarpio de fruto maduro (Kobiler et al., 1993).
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2.4.1. Actividad citotoxica de persina

Mas recientemente, Butt y col. (2006) reportaron a la persina como un compuesto
citotoxico, especificamente contra lineas celulares de cancer de mama como la MCF-7,
T-47D, MDA-MB-361 y la SK-Br3. El mecanismo de accion de persina en estas lineas
celulares, se propone que selectivamente induce un arresto en el ciclo celular en la fase
G2/M concluyendo en apoptosis dependiente de caspasas. En células MCF-7 tratadas
con persina hay similitudes de que induce, como los taxanos, la inhibicion de
microtibulos, por lo que se hipotetiza que persina puede tener un modo de accion
similar. Los taxanos tienen su efecto citotoxico al unirse a la tubulina y desestabilizan la
formacion de microtiibulos, resultando en la formacion de aglomerados de éstos con un
subsecuente arresto mitotico, concluyendo en apoptosis celular. Se ha demostrado que la
persina en células sensibles induce una agrupacion de microtubulos, similar a la que se
ha mostrado con paclitaxel, otro compuesto anticancerigeno, el cual induce a la

polimerizacién de la tubulina (Butt et al., 2006).
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3. JUSTIFICACION

Es importante determinar si el aguacate “criollo mexicano” contiene acetogeninas, en
particular persina, en que parte de la planta se presenta el mayor contenido y si éste varia

entre los genotipos y con la fenologia de la planta.

Asi mismo, es importante determinar si los extractos de aguacate “criollo mexicano”

presentan actividad citotdxica, y relacionarlo con la presencia de acetogeninas o persina.
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OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el contenido de persina en hojas y tallos de aguacate criollo mexicano, asi

como su variacion fenologica y su actividad citotoxica.

4.1.1. Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de persina y el contenido en hoja y tallo en

diferentes genotipos de aguacate criollo mexicano.

2. Evaluar la variacion fenologica de persina en tres genotipos de aguacate

criollo mexicano.

3. Evaluar la actividad citotoxica de un extracto de aguacate criollo

mexicano con alto contenido de persina, en la linea celular cancerosa de mama

MCF-7.
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5.  MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIAL BIOLOGICO

5.1.1. Genotipos de aguacate

Para la realizacion de este proyecto se colectaron hojas y tallos de tres diferentes
genotipos de aguacate criollo mexicano P. americana Mill. var. drymifolia, los cuales
provienen de distintos lugares de la zona aguacatera michoacana (Ziracuaretiro,
Uruapan y Tingambato) y de un genotipo de aguacate criollo guatemalteco P. americana
Mill. var. guatemalensis, los cuales fueron colectados en la Cd. de Uruapan, Mich. en el
banco de germoplasma perteneciente al INIFAP, el cual se encuentra a una altitud de
1770 msnm y a una latitud N 19° 25" 53""; O 102° 05'36"". Los 3 genotipos de la
variedad mexicana han sido caracterizados molecularmente y ubicados
taxonémicamente como criollos mexicanos (Rincén Hernandez, 2009). El genotipo de
P. americana Mill. cv. Hass fue colectado en la localidad de Tingambato, Mich. a una
altitud de 2000 msnm, éste se encuentra en la latitud N 19° 29" 51""; O 101° 53'26"".
Estos dos ultimos genotipos se utilizaron como controles de comparaciéon con el

aguacate criollo mexicano.

5.1.2. Linea celular

Se utiliz6 la linea celular MCF-7 (HTB 22) para medir el efecto citotoxico del extracto
de aguacate con mayor contenido de persina, asi como de sus fracciones. Esta linea
celular es derivada de un adenocarcinoma de glandula mamaria, obtenida por efusion
pleural. Tienen una morfologia epitelial adherente y su crecimiento es dependiente de
estrogenos. La linea celular se mantiene bajo cultivo en el medio nutritivo F12K
(SIGMA) adicionado con suero fetal bovino al 10% a 37 °C en una atmosfera de 5% de

CO,.
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5.2. OBTENCION DE EXTRACTOS

Se realizaron cuatro colectas de material durante el afio 2009, correspondientes a
distintas etapas fenoldgicas de la planta: Colecta 1, febrero (floracion); Colecta 2, Mayo
(fructificacion); Colecta 3, Agosto (maduracion de frutos); Colecta 4, Noviembre

(Defoliacion).

Todas las colectas se realizaron de ramas jovenes apicales, de las cuales se separaron las
hojas y los tallos (de ramas), para posteriormente ser sometidos a secado a la sombra a
temperatura ambiente durante 8 dias. Previo la extraccion, cada muestra fue pulverizada
en seco. La obtencion de los extractos se llevo a cabo por maceracion utilizando como

solvente la mezcla de cloroformo/metanol (2:1, v:v) (Oelrichs et al., 1995).

Por cada 100 mg (peso seco) tanto de hoja como de tallo y por separado, se adiciond un
volumen de 25 mL del sistema de solventes, permitiendo la maceracion en agitacion
constante (100 rpm) bajo condiciones de oscuridad durante 72 h. Después cada uno de
los extractos se filtraron y se llevaron a sequedad en rotavapor al vacio a 50 °C. Por cada
mg de biomasa obtenida, se adicion6 1 mL de hexano para su disolucion y se colocaron

en viales para cromatografia, almacenandolos a -20°C hasta su analisis.

5.3. IDENTIFICACION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE
PERSINA

5.3.1. Cromatografia de capa fina

Para llevar a cabo el fraccionamiento del extracto de aguacate, con la finalidad de
purificar la persina y analizar su efecto citotoxico, se realiz6 la técnica de cromatografia
de capa fina, en la cual se utilizé como fase estacionaria, placas de gel de silice de 20 x
20 cm y como fase movil la mezcla de solventes en orden de polaridad ascendente
(Hexano/Acetato de Etilo/ Metanol 60:40:1, v/v), método basado en lo reportado por
Oelrichs y col. (1995). Para la separacion de fracciones, se aplicé un volumen de 1mL

de extracto de aguacate criollo mexicano, el de mayor contenido de persina. Una vez
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obtenido el corrimiento en placa, se observd de manera visual y mediante luz UV (254
nm), marcando el nimero de bandas, las cuales fueron raspadas y eluidas con el solvente
de extraccion (Cloroformo/Metanol 2:1, v/v), dejandose en agitacion continua durante
48 h (oscuridad), para posteriormente ser evaporadas a sequedad en rotavapor a 50°C. La
biomasa obtenida de este procedimiento se disolvio en DMSO al 5% y se llevd a peso
constante hasta obtener una concentracion de 1 mg/mL. Cada una de las fracciones fue

analizada por CG-EM vy en los ensayos de citotoxicidad, probandolas ante la linea

celular MCF-7.

5.3.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

Para establecer un método practico de identificacion de persina, se analizaron los
extractos de los diferentes genotipos de aguacate y las fracciones obtenidas por
cromatografia en capa fina. Para ello, la cromatografia de gases se realizd utilizando un
cromatografo 6850 series II, con detector de masas 5973 de la marca Agilent
Technologies. Se utilizé una columna HP-5MS, con una longitud de 30 m y un didmetro
interno de 20 mm con 0.25um de film. La temperatura inicial del horno fue de 150°C
por 3 minutos, con un incremento gradual de 5°C por minuto hasta 278°C, mantenida
por 12 minutos (tiempo total de 40.6 min) con una postcorrida a 300°C por 3 minutos.
El gas acarreador fue helio a un flujo constante 1 mL/min, utilizando las siguientes
condiciones del inyector: 270°C con inyeccion tipo Split 20-1, temperatura del detector
300°C y un volumen de inyeccion de 1uL. El espectro de masas se tomd a 70 eV con un
rango de masas de 20 a 450. La identificacion de compuestos se llevod a cabo, por
comparacion de su espectro de masas y el tiempo de retencion, de acuerdo a la base de

datos espectrales NIST/EPA/NIH2002.

Para llevar a cabo la cuantificacién de persina, ésta se realizo por la técnica del uso de
estandar interno, utilizando al acido heptadecanoico (C17:0) a una concentraciéon de 0.5
mg/mL. Para cada andlisis cromatografico se prepard una solucion con el estandar
interno, adicionando 10 pL de ésta por cada 90 uL de cada uno de los extractos

obtenidos, de la cual se tomd 1 pL para su andlisis en el cromatografo de gases. Una vez
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obtenido los cromatogramas de los extractos, para determinar la cuantificacion de
persina se correlaciono el area del pico de ésta con el area del pico de estdndar interno.
Esto se realizo para cada uno de los extractos obtenidos de los diferentes genotipos y de

las diferentes colectas de hojas y tallos de aguacate (n=3).

5.3.3. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Una vez identificada la persina en los extractos de aguacate criollo mexicano y
seleccionada la fraccidon con persina con mayor pureza (enriquecida), ésta fue analizada
con la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrégeno 'H y de carbono
BC con fines de corroborar la estructura de persina. Los espectros de RMN fueron
obtenidos en un equipo Varian Mercury plus 400. Los espectros de hidrogeno ('H) se
obtuvieron a 400 MHz en ocho repeticiones, la ventana espectral fue de 6,000 Hz, el
disolvente utilizado fue cloroformo deuterado (CDCL;) y dimetil sulféxido (DMSO). El
disolvente de referencia interna fue tetrametilsilano (TMS), los espectros de carbono
(*C) se obtuvieron a 100 MHz en 2,000 repeticiones, la ventana espectral fue de 25,000
Hz, en el disolvente utilizado de referencia fue cloroformo deuterado (CDCIl;). Todos

obtenidos a temperatura ambiente.

5.4. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

5.4.1. Cultivo celular

Previo el ensayo de citotoxicidad, las células MCF-7, fueron recultivadas en el medio
fresco F12K cada 12 h para mantener su viabilidad, con una confluencia (nimero de
células en diametro determinado) del 80 al 100%. Una vez obtenida la confluencia
celular deseada, se retird el medio de cultivo de la monocapa celular por aspiracion y se
adicion6 1mL de suspension de tripsina, se dejo incubar por 5 min a 37 °C con la
finalidad de eliminar las uniones intracelulares entre las células y la placa de cultivo,
observandose una suspension celular en el microscopio invertido. Posteriormente ya

teniendo la suspension celular, ésta se homogenizo con 2 mL de medio de cultivo para
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inactivar a la tripsina y recuperar a las células para después transferirlas a un tubo coénico
de 10 mL y nuevamente se homogenizaron. Las células fueron contadas con la cdmara
de Neubauer y se hicieron diluciones para obtener una densidad celular de 2 x 10*

cel/mL, usando la siguiente formula:

No. de células = (# cél) x (factor de dilucion) x 10,000 x Solucion Madre
5

En donde el # de cél es el namero de células contadas en los cinco cuadrantes, factor de
dilucion es el volumen total / volumen de la alicuota, 10,000 es el factor de volumen
(Superficie x profundidad), la soluciébn madre = es el nimero de milimetros de la

solucion madre y 5 ntimero de cuadrantes contados.

Para el ensayo de citotoxicidad, se inocularon 2 x 10* cel/mL en 90 pL de medio de
cultivo, se asignaron cinco pozas para cada tratamiento. Como tratamiento fueron
aplicados el extracto de aguacate criollo con mayor contenido de persina y las 7
fracciones separadas por cromatografia en capa fina. En cada poza se adicionaron 10 uL
del extracto de aguacate o cada una de las fracciones de éste, disueltos en DMSO al 5%.
En un primero experimento se aplicaron las concentraciones de 0 y 10 pg, tanto de
extracto como de las fracciones, y para el segundo experimento la aplicacion fue de 0,
10 y 20 pg. Esto se realizd en placas de 96 pozas y se incubaron a 37 °C y 5 % de CO..
Como controles negativos se usaron el medio de cultivo y el DMSO al 5%. La
viabilidad celular fue determinada las 24, 48 y 72 h, mediante el método de MTT
[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (Monks et al., 2002).

5.4.2. Método MTT

Se determino la proliferacion celular a las 24, 48 y 72 h de incubacion con los diferentes
tratamientos aplicados, mediante el método de MTT, el cual tiene como proposito
determinar el posible efecto citotoxico de un agente sobre lineas celulares tumorales.
Este se basa en la reduccion metabolica del MTT, realizada por células vivas mediante la
accion de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, la cual produce un

compuesto de color azul violeta (formazan). Para ello, primeramente se retird el
34
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tratamiento de las pozas y se agregan 100 pL de medio s/suero, para después adicionar
10 uL de MTT (5 mg/mL en PBS), las cuales se incubaron durante 4 h a 37°C.
Posteriormente se afiadié 100 pL de SDS al 10 % para disolver los cristales de MTT y
lisar las células, se dejo incubar por 30 min a temperatura ambiente y se determiné la

absorbencia a 550 nm en el espectrofotometro para placas Elisa.

La cuantificacion de viabilidad con MTT es un método colorimétrico, también llamado
test de la inhibicion de la succinato deshidrogenasa, en el cual se mide cuantitativamente
la actividad metabolica de las células viables y que se basa en la capacidad que tienen
las deshidrogenasas mitocondriales de las células metabolicamente activas de reducir la
sal de tetrazolio (MTT), de color amarillo e hidrofilica, a un compuesto hidrofobico
(formazan), de color azul obscuro. Tras la captacion del MTT, las células se lisan y se
solubiliza el formazan con DMSO. La absorbencia de cada muestra es directamente

proporcional al nimero de células viables.

Una vez obtenidas las lecturas con el espectrofotometro, se obtuvo el porcentaje de

viabilidad celular de cada muestra con la siguiente féormula:

% de Viabilidad = (D.O. (550nm) — D.0O. CN) muestra x 100
D.O. del Control (550 nm) — D.O. CN

En donde D.O. (550nm) es la densidad optica de las células tratadas con el extracto y las
fracciones de este, la D.O. del control (550nm) es la densidad Optica de las células en
las que se adicion6 el 5 % de DMSO y D.O. C.N. (550nm) es la densidad optica de las

pozas con medio de cultivo Ginicamente.

5.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 una andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de medias

(Duncan), para el cual se utiliz6 el programa Statistica 7, utilizando una o = 0.01.
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6. RESULTADOS

6.1. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE PERSINA

Para la identificacion de persina en los extractos de aguacate, el extracto crudo de hoja de
aguacate cultivar Hass fue analizado por CG-EM, previo a un analisis de espectro de masas
de cada pico del cromatograma tipico, se evidencio la presencia de la molécula de persina
en un tiempo de retencion de 17.13 min. En la figura 5 se muestran los cromatogramas
tipicos de los extractos de aguacate Hass (Figura 5A) y de aguacate criollo mexicano
(Tingambato) (Figura 5B). En éstos puede observarse un gran numero de sefales,
correspondientes a diversos tipos de compuestos, incluso algunos igual o en mayor
abundancia que la persina, de los cuales se identificaron mayormente como acidos grasos y
derivados (Cuadro 4). En la figura 6 se muestra el espectro de masas de persina, lo cual

confirma su presencia en ambos genotipos de aguacate.

Con fines de comparacion del tipo de compuestos de ambos extractos y del contenido de
persina, se mostro la similitud en un buen nimero de metabolitos, aunque es importante
sefalar que hubo algunos que no comparten ambos genotipos de aguacate. En el extracto
del genotipo Tingambato se observaron algunos metabolitos no presentes en el cultivar
Hass, reportados como Dieno 1, Dieno 2 y Trieno, ya que no pudieron ser identificados
con la base de datos NIST/EPA/NIH2002 (Cuadro 4). Sin embargo, mediante un andlisis
con los espectros de masas de uno de los dienos (Dieno 2) y el Trieno 1, pudo identificarse
parcialmente su estructura quimica, determinando sefiales tipicas del acido linoleico y acido
linolénico, respectivamente (Figuras 7 y 8). En cuanto al contenido de persina, la
abundancia de ésta fue mayor en el extracto del cultivar Hass que en el de la variedad

mexicana.

Con la finalidad de corroborar la estructura molecular de persina, fue necesario el
fraccionamiento de uno de los extractos de aguacate mediante cromatografia en capa fina,
selecciondndose el del genotipo Tingambato. Cada una de las fracciones fue analizada con

CG-EM, observando que la fraccion 3 (F3) mostraba el mayor enriquecimiento de persina
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(60% de pureza) (Figura 9), por lo que ésta fue analizada por RMN'H y RMNN"C

obteniendo los espectros con tipicas sefiales de la molécula de persina (Figuras 10y 11).
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Figura 5.

Cromatogramas representativos de los extractos cloroformo-metandlico
(2:1) de hoja de aguacate: A) P. americana Mill. cv Hass; B) P.
americana Mill var. drymifolia.
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Cuadro 4.

Contenido de compuestos lipidicos en hojas de aguacate criollo mexicano

(Tingambato) y cultivar Hass.

I

T. R. (min) Compuestos
pg/ g peso seco
3.7 Eugenol metil éter 96.5 N.D.
4.2 Cariofileno 65.2 224
12.5 Metil hexadecanoato 53.7 87.5
13.8 Etil hexadecanoato 8.8 7
15.3 Acido 9,12-octadecadienoico 100.2 576
154 Dieno 1 40 N.D.
1537 Metil 9-octadecenoato 55.9 77.1
16.1 Dieno 2 508.8 N.D.
16.2 Metil octadecanoato N.D. 95.4
171 Persina 100.2 995.9
172 Dieno 3 11.8 Trazas
18.3 Trieno 1 283.1 75.9
254 Eicosano 2234 198.2
27.2 trans-Escualeno 80.6 55.2
28.2 Heneicosano 136.3 140.7
F’.I‘:"I_ =380.57 iz
M: 380
[M — H,0]’ 362
51 [362 — HOAC]* 302
160000 AT 94
1200001 el 81
80000 & 94 [T o
41 55
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1
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Figura 6.

Espectro de masas de persina.
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Figura 9. Cromatograma de la fraccion activa (F3) del extracto cloroformo-
metanodlico de hoja de aguacate criollo mexicano genotipo Tingambato.
La persina present6 un tiempo de retencion de 17.14 min.
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Figura 10. Espectro de RMN'H: Desplazamiento Quimico (ppm) de RMN'H para
Persina (H1 - 4.07; H2 - 4.27; H3 - 2.58 ; H4 - 5.04; H5 - 2.41; H6 - 1.54;
H7 -1.26; H8 - 1.26; H9 - 1.26; H10 - 1.26; H11 - 2.01; H12 - 5.32; H13
-5.32; H14 - 2.73; H15 - 5.32; H16 - 5.32; H17 - 2.01; H18 - 1.26; H19 -
1.26; H20 - 1.26; H21 - 0.85).
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Figura 11. Espectro de RMN'C (100 MHz):.

6.2. CONTENIDO DE PERSINA EN AGUACATE CRIOLLO MEXICANO

Con la determinacion del contenido de persina tanto en extractos de hoja como en los de
tallo de los genotipos de aguacate, durante cuatro diferentes fases del crecimiento
(floracion, fructificacion, maduracion y defoliacion), pudo observarse una variacion en el
contenido de persina entre los genotipos, en la parte de la planta y durante el desarrollo de
las plantas. En el cuadro 5 se presentan los resultados del contenido de persina en hojas de
cada uno de los genotipos de aguacate criollo mexicano durante las cuatro colectas, donde
puede observarse que en los genotipos Tingambato y Uruapan hubo mayor cantidad de
persina durante todo el afio, con un maximo de 162.8 ug persina/g peso seco en la colecta

2, correspondiente al mes de mayo, cuando la planta esta iniciando el desarrollo de frutos,
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con un valor estadisticamente igual en hojas del genotipo Uruapan, con 163.2 ng persina/g

peso seco, pero en el mes de agosto, etapa de la maduracion de los frutos.

En el genotipo Ziracuaretiro, la cantidad de persina fue menor, pero el valor mas alto se
mostr6 también durante la etapa de maduracion de frutos, con 96.1 pg persina/g peso seco,
valor con diferencia significativa a los otros dos genotipos. En los tres genotipos se
determind que los niveles mas bajos de persina se dan en el mes de febrero, durante el

inicio de la floracion (Cuadro 5).

Al analizar los datos del contenido de persina en los extractos de tallo de los genotipos
Tingambato y Uruapan, pudieron observarse bajas cantidades en comparacion con lo
obtenido en hojas, sin embargo, en los extractos de tallo del genotipo Ziracuaretiro, el
contenido de persina fue similar al mostrado en hojas pero de los otros dos genotipos, en la
etapa de maduracion de los frutos (Cuadro 6). El valor méaximo de persina en tallo del
genotipo Ziracuaretiro (168.1 pg persina/g peso seco) mostrd diferencia significativa a los
demas resultados, aunque puede observarse que los niveles de persina durante el afio
siempre son mayores a 100 pg persina/g peso seco, a excepcion de la colecta 1 (febrero),
cuando la planta est4 en floracion, donde se cuantifico el valor mas bajo de persina en este

genotipo (71.7 pg persina/g peso seco) (Cuadro 6).

La cantidad de persina observada en hojas y tallos de aguacate cultivar Hass fue de 1595
ug persina/g peso seco y 825 ug persina/g peso seco, respectivamente, acumulada en la

época de maduracion de los frutos (Colecta 3).

Estos valores son mas de 9 veces que el contenido de persina en los genotipos criollos
mexicanos. Sin embargo, también se cuantifico el contenido de persina en hojas y tallos del
aguacate variedad guatemalensis, encontrando niveles por debajo que los encontrados en
los aguacates criollo mexicanos, con 16 pug persina/g peso seco en hoja y 5 pg persina/g

peso seco en tallo.
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Cuadro 5. Contenido de persina (pg/g peso seco) en extracto cloroformico-metanolico
de hoja de genotipos de aguacate criollo mexicano, durante 4 colectas.

pg Persina / g peso seco

Tingambato 40.6 a 162.8 d 83.6 ab 95.3 bc
Uruapan 67.3 ab 98.9 bc 163.2 d 136.6 cd
Ziracuaretiro 339 a 56.9 ab 96.1 bc 379 a

Letras diferentes denotan diferencia significativa ANOVA multifactorial (Genotipo *
Colecta) (Duncan, a=0.01; n=3).

Cuadro 6. Contenido de persina (ng/g peso seco) en extracto cloroférmico-metanodlico
de hoja de genotipos de aguacate criollo mexicano, durante 4 colectas.

pg Persina / g peso seco

Tingambato 169 a 6.2 a 52 a 4.0 a
Uruapan 09 a 74 a 13.8 a 95 a
Ziracuaretiro 71.7 b 115.8 ¢ 168.1 d 1373 ¢

Letras diferentes denotan diferencia significativa ANOVA multifactorial (Genotipo *
Colecta) (Duncan, a=0.01; n=3).
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6.3. EFECTO CITOTOXICO DEL EXTRACTO DE AGUACATE CRIOLLO

Con fines de determinar el efecto citotoxico de los extractos de aguacate criollo mexicano,
sobre la linea celular cancerosa de mama MCF-7, el extracto de hoja del genotipo
Tingambato, uno con el mayor contenido de persina, y fracciones derivadas de éste, fueron

probados en los bioensayos.

En un primer experimento, se probo el extracto y cada una de las fracciones, utilizando una
concentracion de 10 pg, sobre la linea celular MCF-7, determinando un efecto citotoxico
muy marcado con el extracto de hoja del genotipo Tingambato, el cual ejercidé un 88% de
mortalidad, ya que se obtuvo 22% de células viables. Las fracciones 1, 3 y 6 (F1, F3 y F6),
de este extracto, mostraron porcentajes de viabilidad similares al ejercido por el extracto,
con un 25%, 22% y 22%, respectivamente, considerandolas como las mas activas a las 48 h

del cultivo (Figura 12A).

Posteriormente se probaron dos concentraciones del extracto y las fracciones més activas
(FLLF 3 yF 6) (10 y 20 pg), fortaleciendo los resultados anteriores pero confirmando que a
mayor concentracion del extracto (20 pg), la viabilidad producida es ain mas baja,
alcanzando valores de 20% de viabilidad. La F3 a esta concentracion, produjo el efecto
citotdxico mas alto con una viabilidad del 10% (Figura 12B). El comportamiento de la
concentracion mayor con las fracciones F1 y F2 no fue aditivo, manteniendo valores de

porcentajes de viabilidad similar.

En la figura 13 se resume el resultado del efecto citotoxico del extracto cloroformo-
metanolico de hojas de aguacate criollo genotipo Tingambato y de las fracciones con
mayor citotoxicidad (F1, F3 y F6), en las dos concentraciones probadas (10 y 20 ng), a las
48 horas del cultivo. Puede observarse el comportamiento de citotoxicidad dependiendo de
la concentracion, sobresaliendo el efecto que ejerce F3 sobre las células MCF-7, ya que
producen hasta un 10% de viabilidad con la concentracion de 20ug. Este resultado
corrobora que F3, la mas enriquecida con persina, fue la de mayor citotoxicidad sobre la

linea celular MCF-7.
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Figura 12. Porcentaje de viabilidad sobre la linea celular MCF-7 del extracto de hoja de
aguacate criollo mexicano genotipo Tingambato y de las fracciones de éste:
A) 10 pg; B) 10 y 20 pg. A las 48 h del cultivo.
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad sobre la linea celular MCF-7 del extracto de hoja de
aguacate criollo mexicano genotipo Tingambato y de las fracciones F1, F3 y
F6, a las 48 h del cultivo.
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7.  DISCUSION

7.1. CONTENIDO DE PERSINA EN AGUACATE CRIOLLO MEXICANO
7.1.1. Identificacion de persina

Para la identificacion y cuantificacion de persina, la acetogenina principal de Persea
americana Mill., primeramente se realizo el método de extraccion reportado por Oelrichs y
col. (1995), y los extractos fueron sometidos a cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), utilizando condiciones de corrida para compuestos
derivados de 4cidos grasos, naturaleza quimica de la persina. Lo anterior fue debido a que
no hay un reporte que indicara un protocolo para la identificaciéon de persina por este
método y no existen espectros de masas en la base de datos NIST, de este compuesto y

algunos de sus derivados como isopersina.

Por ello, el establecimiento de un protocolo de identificacion de persina por CG-EM fue
necesario, primero para determinar su presencia en aguacate criollo mexicano y segundo,
para cuantificar su contenido en los extractos cloroformo-metanol tanto de hojas como de
tallos de los diferentes genotipos de aguacate criollo mexicano utilizados en esta

investigacion, asi como en diferentes etapas fenologicas de las plantas.

Para la validacion del método de identificacion de persina por CG-EM, se analiz6 el
espectro de masas obtenido (Figura 6), dando como resultado las sefiales m/z
correspondiente a los diferentes fragmentos de la molécula de persina, como los
caracteristicos de los dobles enlaces (dieno), dando las sehales m/z de 67, 81 y 94. Debido
a la técnica empleada, por la fuente de ionizacion, no se observo la sefal del i6n molecular
de persina, correspondiente a un PM de 380.57, ya que hay primeramente una pérdida de
una molécula de H,0 (m/z 362) y posteriormente pierde el grupo acetilo (HOAc) (m/z 302),
resultando este i6n molecular (Figura 6). Asimismo, mediante el fraccionamiento del
extracto del genotipo Tingambato, se logrd obtener una fraccidon enriquecida con persina
(F3, Figura 9), la cual al ser analizada por RMN'H y RMN"C, se corroboro la estructura
47
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de la persina (Figuras 10y 11), sefiales que coinciden con lo reportado para esta molécula
(Seawright et al., 2000; Butt et al., 2006). Con estos resultados se demostrd que la persina

esta presente en aguacate criollo mexicano (P. americana var. drymifolia).

Ademas de la persina, pudieron ser identificados otros componentes de los extractos, todos
ellos de naturaleza lipidica, encontrando variacion en el contenido de éstos entre el extracto
de hoja de aguacate cultivar Hass y el de criollo mexicano genotipo Tingambato. Se
determino la presencia de otros compuestos de naturaleza quimica similar a persina, tres
moléculas de cadena larga con dos dobles enlaces (dienos) y una con tres dobles enlaces
(trienos), no pudiendo ser identificados ya que no correspondieron a alguna estructura de la
base de datos NIST, clasificados como dieno 1, dieno 2, dieno 3 y trieno 1, respectivamente
(Figura 5, Cuadro 4). Los dienos 1 y 2 fueron exclusivos del extracto de hoja de aguacate
criollo mexicano, el dieno 3 solo se encontrd en trazas en el cultivar Hass y el trieno 1,
aunque esta en los dos extractos, en el del criollo mexicano su contenido es mayor (283.1
ng/g peso seco). Esta tltima molécula y el dieno 2 (508.8 png/g peso seco) se observaron en

una concentracion mayor que persina (Cuadro 4).

Este tipo de moléculas en aguacate han sido reportadas principalmente como constituyentes
de los frutos (Oberlies et al., 1995) y hojas (Carman y Handley, 1999), se reportan como
compuestos derivados del metabolismo de los 4cidos grasos oleico, linoleico y linolénico

(Kashman et al., 1969).

7.1.2. Variacion en el contenido de persina

Los resultados del contenido de persina en los diferentes extractos analizados, demuestran
muy poca variacion entre los genotipos criollos mexicanos, pero si una variacion entre hoja
y tallo. En los genotipos Tingambato y Uruapan, el mayor contenido fue en hoja, con un
contenido de persina similar entre ellos, lo cual difiere a lo observado en el genotipo
Ziracuaretiro, en el cual hubo mayor contenido en persina en tallo. En cuanto a la variacion
fenologica, los resultados demuestran un variacion en el contenido de persina en hojas de

Tingambato y Uruapan o en tallos de Ziracuaretiro, dependiente de la fase de desarrollo de
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las plantas, coincidiendo con una menor cantidad en la etapa de floracion (colecta 1,

Febrero) y mayor contenido en las etapas de desarrollo de fruto y maduracion (colectas 2 y

3, fructificacion y maduracion) (Cuadros 5 y 6).

Tanto los niveles de persina como el dieno 2 y trieno 1 presentaron variacion fenoldgica, ya

que en las colectas de los diferentes extractos, pudieron determinarse cambios en el

contenido de dichas moléculas. En la figura 14 se ejemplifica mediante cromatogramas

dicha variacion, reforzando que en la etapa de desarrollo y maduracion de frutos, estos

compuestos estan en su nivel mas alto.
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Esquema de la variacion fenologica del contenido de persina y
compuestos relacionados, en hojas de aguacate criollo mexicano
genotipo Tingambato.

Figura 14.
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La variacion fenoldgica de metabolitos secundarios no es exclusiva de compuestos
volatiles, los cuales varian de acuerdo al estado fenologico de la planta, a las condiciones
ambientales, a la altitud, a la procedencia y entre los diversos genotipos (Mohammadreza,
2008); también se ha observado esta variacion en el contenido de acetogeninas de la familia

Annonaceae (Zhe Ming Gu et al., 1999).

En Asimina triloba (Anonacea), las acetogeninas bullatacina, asimisina y trilobacina
tuvieron una variacion dependiente de la fase de desarrollo de la planta, presentando un
maximo contenido de éstas durante la fructificacion (Zhe Ming Gu et al., 1999), lo cual
coincide con la variacion de persina de acuerdo a los resultados obtenidos en aguacate

criollo mexicano.

Los niveles de persina en los genotipos de aguacate criollo mexicano fueron menores a lo
encontrado tanto en hojas como en tallo del cultivar Hass y mayores a los observados en los
extractos del aguacate criollo guatemalteco, lo cual indica una variacién genotipica, que
concuerda con lo reportado por Carman y Handley (1999), quienes sefialan al cultivar Hass

como el de mayor contenido de persina, sobre todo en hojas.

7.2. CITOTOXICIDAD DEL EXTRACTO DE AGUACATE CRIOLLO
MEXICANO

La citotoxicidad de extractos de hibridos de aguacate (P. americana Mill.) en lineas
celulares cancerosas, ha sido reportada desde 2006, encontrando como principio
citotoxico a la persina, la cual a una concentracion de 27.6 uM inhibe la division celular
de la linea cancerosa de cancer de mama (MCF-7) en un 95% (Butt et al., 2006). No
existen reportes de esta actividad citotdxica para extractos de aguacate criollo mexicano
(P. americana var. drymifolia), por lo que fue uno de los objetivos de la presente

investigacion.
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El extracto de hoja del genotipo Tingambato mostr6 una alta citotoxidad sobre las
células de cancer de mama (MCF-7), ya que con 10 pgy 20 pug se obtuvieron un 75% vy
un 80% de mortalidad, respectivamente (Figura 12). Las fracciones F1, F3 y F6,
mostraron un efecto similar, aunque fue la F3 la cual ejercié el mayor efecto citotdxico,
con hasta un 90% de mortalidad, a las 48 h del cultivo (Figura 13). El resultado es
debido a que en dicha fraccion, la persina es el compuesto mayoritario equivalente a una
concentracion de 25 uM, la cual se ha reportado como efectiva contra este tipo de
células (Butt et al., 2006). En las fracciones F1 y F6 no se detectd la presencia de
persina pero si los dienos y el trieno anteriormente descritos, por lo que es posible que

¢éstos sean los responsables de dicha actividad.

Son perspectivas de este estudio el elucidar las estructuras quimicas de estos otros
compuestos, para determinar si pertenecen al grupo de las acetogeninas y si también

muestran actividad citotoxica sobre la linea celular MCF-7.
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8. CONCLUSIONES

El aguacate criollo mexicano contiene persina, y su contenido varia segin la parte de la

planta y el estado fenologico.

Se demostro el efecto citotoxico del extracto de aguacate criollo mexicano sobre la linea
celular MCF-7, debido al contenido de persina y de otros compuestos quimicamente

relacionados con acetogeninas.
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