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RESUMEN

Los resultados del presente trabajo mostraron
que los extractos etanélicos de los frutos y de los
tallos con hojas de Cucumis dipsaceus, presentaron
un alto porcentaje de citotoxicidad en las lineas
celulares tumorales K562 y Hep-2. El efecto
antitumoral se revel6 por el método de disco de
zanahoria contra los tumores producidos por el
microorganismo Agrobacterium tumefaciens. El
estudio fitoquimico preliminar mostré la presencia
de esteroles, triterpenos y flavonoides.

Palabras clave: Cucumis dipsaceus -
Cucurbitaceae — Actividad citotéxica y antitumoral
— Anélisis fitoquimico.

SUMMARY

CYTOTOXIC, ANTITUMOR EFFECT AND
PHYTOCHEMICAL SCREENING OF
Cucumis dipsaceus

The results of the present work showed a high
cytotoxic percentage against the human tumoral
cellular lines K562 and Hep-2 of the ethanolic
extracts of the fruits and of the shafts with leaves of
Cucumis dipsaceus. The antitumor effect was de-
mostrated by the method of carrot disk, against the
tumors produced by the microorganism Agrobac-
terium tumefaciens. Phytochemical screening
showed the presence of sterols, triterpenes and
flavonoids.
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INTRODUCCION

Al tener a la naturaleza como fuente de obtencion
de nuevas sustancias, la posibilidad de encontrar
sustancias potencialmente bioactivas €s muy
grande; es por e€so que con el fin de contribuir en la
biisqueda de compuestos potencialmente bioactivos
y en reconocimiento de la flora Colombiana, se
tomé la especie Cucumis dipsaceus de la familia
Cucurbitaceae, para realizar el estudio fitoquimico
preliminar (1), la toxicidad que se determind
mediante la prueba de letalidad en Artemia salina
(2,3) y la actividad antitumor que se estudid
utilizando el ensayo del disco de zanahoria que
mide la capacidad de los extractos de inhibir el
crecimiento de tumores en corona sobre discos de
zanahoria, infectados con la bacteria Gram (-)
Agrobacterium tumefaciens (4,5).

Reconociendo que muchos compuestos
antitumorales son citotéxicos, se realizé el ensayo
de citotoxicidad en dos lineas celulares tumorales
humanas y en células normales estimuladas con
Fitohemaglutinina (PHA), para visualizar dife-
rencias en el efecto citotoxico, el cual se midié a
través de la técnica que usa el bromuro de 3-(4,5
dimetiltiazol - 2 - il) - 2,5 - difenil tetrazolio
(MTT), que permite observar la actividad celular
(6,7). Los resultados mostraron que los extractos
etandlicos de los frutos y de los tallos con hojas de
la planta, tenfan un alto porcentaje de citotoxicidad
contra las lineas celulares tumorales estudiadas. El
efecto antitumoral se demostrd por los resultados
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obtenidos por el método de disco de zanahoria
contra los tumores producidos por el microor-
ganismo Agrobacterium tumefaciens, El estudio
fitoquimico preliminar mostré la presencia de
esteroles, triterpenos y flavonides.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y métodos

El material vegetal se recolecto en la hacienda
Tonchala 4 kilémetros antes de Arbelaez, Depar-
tamento de Cundinamarca, Colombia, a 1200 m
sobre el nivel del mar. La clasificacién taxonémica
de la planta fue realizada por el Profesor Santiago
Diaz Pedraza del Instituto de Ciencias Naturales,
Universidad Nacional de Colombia como Cucumis
dipsaceus, de la familia Cucurbitaceae. Un ejem-
plar se encuentra depositado en el Herbario Na-
cional Colombiano con el niimero Col.278873.

Preparacion de la muestra y obtencion de los
extractos

Estudio Fitoquimico Preliminar. El material
vegetal se secé a una temperatura de 50°C, en una
estufa con circulacién de aire caliente. El material
seco se molié y se guard6 en un recipiente limpio y
seco para su posterior uso. Del material vegetal
seco y molido se pesaron 100 g de los tallos con
hojas y de los frutos para ser extraidos exhaus-
tivamente por maceracién con 200 mL de etanol del
96%. Los extractos se filtraron y se evaporaron en
rotavapor hasta sequedad. Los extractos secos de
cada parte de la planta se guardaron para el estudio
fitoquimico, que fue realizado de acuerdo con la
metodologia adaptada en el laboratorio de fito-
quimica, Departamento de Farmacia, Universidad
Nacional de Colombia (1).

Actividad biologica

Para llevar a cabo la determinacion de la
actividad bioldgica se prepararon los extractos de
los frutos y de los tallos con hojas y un extracto de
un pasto, Pennisetum sp., como control negativo,
para observar cualquier efecto de posibles residuos
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del disolvente utilizado en la extraccién (etanol),
utilizando 50 g secos y molidos de cada uno de los
materiales seleccionados, los cuales se dejaron en
maceracion con 100 mL de etanol del 96% por 48
horas. Los extractos se filtraron y se evaporé el
solvente en un rotavapor.

Ensayo de letalidad sobre Artemia salina

A partir del residuo seco de cada uno de los
extractos se preparé una soluciéon madre de 3
mg/mL en una mezcla de agua - DMSO (75:25), de
esta solucioén se prepararon diluciones de 1000,100
y 10 pg / mL en una placa de 24 pozos, trans-
firiendo a cada pozo 1.0, 0.1 y 0.01 mL de la solu-
ci6n madre respectivamente. En cada pozo se agre-
garon 10 larvas (40 larvas por dilucién), y se
completd a un volumen final de 3 mL por pozo con
solucién salina al 3.8%. A cada pozo se le adiciono
una gota de suspension de levadura como alimento
para la larva. Para cada concentracion se realizaron
4 réplicas con su respectivo blanco y cada ensayo
se realizé por triplicado. Luego de 24 horas de
contacto con los extractos, se contaron las larvas
muertos en cada pozo, para cada concentracion y
para el blanco; este mismo procedimiento se realiz6
para 3 patrones empleados (sulfato de estricnina,
clorhidrato de efedrina y nicotina), con CLsg
reportadas. Los datos se analizaron en un programa
de computadora Finney para determinar los valores
de CLsp. Los extractos con valores de CLsp menores
de 1000 ppm se consideraron activos (2,3).

Actividad antitumoral en discos de zanahoria

Fue necesario adaptar el microorganismo y
realizar una curva de crecimiento, con el fin de
determinar el tiempo en el que hay mayor densidad
de poblacién (8). Previamente a la actividad
antitumoral, se evalud la capacidad de los extractos
de inhibir directamente el crecimiento del microor-
ganismo Agrobacterium tumefaciens, por medio de
un ensayo de actividad antimicrobiano en el cual se
preparé una solucién madre de 1.0 mg/mL de los
extractos en agua - DMSO (75:25) y a partir de ésta
se prepararon diluciones de 100 y 10 pg / mL. Se
prepar6 el medio de cultivo que se esterilizd a
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121°C por 15 minutos. Se inoculé el microor-
ganismo, previa adaptacién y se sirvié en las cajas
de petri, se dejo solidificar el agar y posteriormente
se realizaron 4 perforaciones opuestas con sacabo-
cados de 0.5 cm de didmetro, en cada caja se
colocaron las soluciones de la siguiente sustancias:
patrén (sulfato de estreptomicina), solvente del
patrén (agua), extracto etandlico y solvente del
extracto (DMSO). Las cajas se incubaron a 28°C
por 48 horas, para luego realizar las lecturas
midiendo los didmetros de los halos de inhibicién,
descontando el didmetro de la perforacién. El
ensayo se realizé por triplicado para cada concen-
tracion (5,9).

Para realizar la actividad antitumoral como tal,
se usaron diluciones, preparadas a partir de una
solucion madre de 1 mg/mL de cada uno de los
extractos disolviéndolos en una mezcla de agua -
DMSO (75:25). Esta solucién se filtré a través de
un filro Millipore de 0.22 micras, se recibié en
frascos de vidrio estériles y luego se midieron los
volimenes necesarios para obtener las concen-
traciones seleccionadas (1000, 500, 250, 125, 62.5,
31.25, 15.62, 7.81 y 3.90 pg / mL) y se llevé a un
volumen de 2 mL con agua estéril; posteriormente
se adicionaron 2 ml. de caldo que contenia A.
tumefaciens de 48 horas de crecimiento. Las raices
de zanahoria se sumergieron en una solucién de
hipoclorito de sodio al 0.6% durante 30 minutos, se
lavaron con agua estéril, se desecharon los extre-
mos, y se cortaron discos de 0.5 cm de espesor
mediante técnica aséptica. Tres discos de zanahoria
eran colocados en cada caja de petri, que contenian
un soporte de papel filtro himedo. Cada disco se
inoculé con 100 microlitros de la mezcla extracto-
microorganismo. Se preparé un control del solvente
(agua — DMSO) sin extracto y un blanco para el
solvente (agua). Las cajas de petri se guardaron a
temperatura ambiente y se realiz6 la lectura a los
10, 25 y 30 dias (5,10).

Ensayo de citotoxicidad

Para llevar a cabo la medida de la citoto-
xicidad fue necesario realizar una serie de pasos:

Acondicionamiento de los extractos. Apartir
del residuo seco de los extractos etandlicos de
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frutos, tallos con hojas y pasto se prepararon
soluciones madre de 50 mL de una concentracién
de 1.0 mg/mL, en el medio de cul-tivo RPMI 1640
suplementado con suero fetal bovino al 10% y con
S gotas de DMSO para mejorar la solubilidad del
extracto en el medio. Estas soluciones madres se
filtraron por membranas Millipore de 0.45 y 0.22
um, todo bajo condiciones asépticas y en cabina de
flujo laminar, para luego ser congeladas a - 80° C.
Partiendo de una alicuota de concentracién de 1
mg/mL, se prepararon 8 concentraciones finales de
50, 100, 200, 250, 300, 350, 400 y 500 pg / ml.

Manejo de lineas celulares tumorales. Las
lineas celulares tumorales estaban con-servadas en
viales con DMSO vy suero fetal bovino al 50%, en
un tanque de nitrégeno liquidoa - 130°C. El vial se
sacO del tanque y se coloc6é en agua a 37°C para
descongelar rapidamente las células. Las opera-
ciones posteriores se realizaron en cabina de flujo
laminar. Una vez descongelada, la suspensién de
células se pas6 a un tubo de 15 mL con 10 mL de
RPMI 1640 para realizar lavados sucesivos con el
fin de retirar posibles residuos de DMSO, ya que
aunque es un agente criopreservante, a temperatura
ambiente es t6xico para las células. La suspension
se lavé dos veces con medio RPMI 1640, cen-
trifugando por 10 minutos a 1200 r.p.m., un tercer
lavado se realiz6 con RPMI 1640 suplementado
con suero fetal bovino al 10%, el sobrenadante se
descarté y el precipitado se resuspendid en un
volumen de RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10%, el cual se trasvasaba a una caja
con el fin de dejar las células en un medio nutritivo
para su proliferacion; las células K562 necesitaban
de un periodo de 24 horas para obtener un
crecimiento 6ptimo, mientras que las células Hep-2
por ser adherentes necesitaban de un periodo de 48
horas para formar una monocapa de crecimiento
adecuada.

Luego de este tiempo se procedio a retirar las
células de la caja, obteniéndose una suspension de
ellas; en el caso de las células Hep-2 era necesario
adicionar tripsina para despegar la monocapa, por
lo cual se debian realizar lavados a dichas células
con el fin de retirar los excesos de tripsina en ellas,
ya que este compuesto es nocivo para la célula. Una
vez obtenida la suspension de las células se
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procedid a realizar el conteo (11), para lo cual se
colocaron volimenes iguales, en un vial, de la
suspension celular y el colorante azul tripan, con el
fin de obtener una dilucién 1:2 ; se agitd bien para
obtener homogeneidad y un volumen de esta
mezcla se colocé en la cdmara de Neubauer . Las
células que no toman el colorante, es decir las que
estAn vivas, se cuentan por cuadrante, obteniendo
un promedio del ndmero de células que se
multiplica por el factor de la dilucién, por el
volumen de suspensién y por 10000, que es un
factor de conversion de milimetros cuadrados a
centimetros cibicos (11) obteniéndose un valor
promedio del nimero de células en la suspension.

Una vez realizado el recuento, se tomé un
volumen determinado de la suspensién celular para
preparar la nueva suspension que nos aseguraba el
namero de células que se necesitan por pozo en la
placa; este nimero se determiné previamente para
el desarrollo de la metodologia siendo de 20000
células por pozo en un volumen de 100 microlitros.
Por medio de una micropipeta repetidora se
sembraron las células en la placa. Luego de haber
sembrado las células en las cajas, se llevaron a
incubacién a 37° C con atmésfera himeda y CO,
al 5%. Las células Hep-2 se sembraban 24 horas
antes de colocarlas en contacto con los extractos ya
que son células adherentes para que formen una
monocapa homogénea; las células K562 por ser
células en suspensién se sembraban al mismo
tiempo con el extracto necesario para obtener las
concentraciones deseadas y se completé a un
volumen final de 200 microlitros por pozo (11), con
medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10%.

Medida de la viabilidad celular. Método
MTT. Sembradas las células, éstas se colocaron
en contacto con las diferentes concentraciones de
los extractos de frutos, tallos con hojas, pasto y
azida de sodio de una concentracién de
50mg/10mL; cada una de estas sustancias disueltas
en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con
SFB al 10% y en una cantidad adecuada para
realizar cada dilucién por pozo. Una vez colocados
los extractos, se sell6 la caja y se llevé a la
incubadora por 24 horas a 37°C, en atmdsfera
himeda y CO, al 5%. Pasadas las 24 horas se
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coloc6 el MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol - 2
- il) - 2,5 - difenil tetrazolio); de modo que quedara
en proporcién 1:10 con respecto al volumen final,
de una concentracion de 4 mg/mL y se incubd por
4 horas, las anteriores condiciones se determinaron
por ensayos previos dentro del presente trabajo.
Pasadas las 4 horas se centrifugé la caja por 10
minutos a 1200 r.p.m. y posteriormente se retiraron
con micropipeta 150 microlitros del volumen total
por pozo evitando al méaximo la perdida de cristales
de formazan formados, se adicionaron 150 micro-
litros de DMSO y luego se agité por 30 minutos.
Culminado este tiempo se realizaron las lecturas en
un lector multipozos MCC 340 a 560 nm, con un
filtro de referencia de 690 nm (12-16). Obteniendo
esta lectura de absorbancia se procedi6 a calcular el
porcentaje de citotoxicidad para cada uno de los
extractos. De igual manera se realizé este mismo
procedimiento para linfocitos de un individuo sano,
con el fin de observar la diferencia en la citoto-
xicidad de los extractos hacia células tumorales y
células normales.

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio fitoquimico preliminar

El estudio fitoquimico preliminar mostrd la
presencia de esteroles y/o triterpenos en los
extractos etandlicos de los tallos con hojas y de los
frutos por medio del ensayo de Liebermann Bur-
chard en cromatografia de capa delgada. Los resul-
tados del presente trabajo confirmaron nuevamente
que los esteroles y triterpenos son compuestos

comunes en las especies de la familia Cucur-

bitaceae, las cuales se consideran una buena fuente
de ellos. Los ensayos para flavonoides que poseen
en su estructura el ndcleo de la <y-benzopirona
(flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles,
isoflavonas y xantonas) mostraron que €stos
compuestos se encuentran en el extracto etandlico
de los tallos con hojas en mayor proporcién que en
el extracto etandlico de los frutos. Aunque los
flavonoides no son muy comunes en las cucur-
bitaceas, (rabajos anteriores han reportado la pre-
sencia de flavonoides en algunas especies de la
familia (17).
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Actividad bioldgica

Ensayo de letalidad en Artemia salina. Las
concentraciones utilizadas para el bioanalisis de los
extractos etanélicos de los frutos y de los tallos con
hojas fueron: 10, 100 y 1000 pg/ml. de residuo
seco en soluciébn con agua - dimetilsulféxido
(DMSO) 75:25; por ser el intervalo de concen-
traciones que mostr6 los mejores resultados para la
planta y no causé 100% de mortalidad en todas las
concentraciones. Paralelamente a las diluciones de
los extractos de la planta, se ensayaron sustancias
patrones (sulfato de estricnina, clorhidrato de
efedrina y Nicotina) a concentraciones de 10, 100 y
1000 pg/mL de sustancia en el mismo disolvente
utilizado para los extractos, esto se hizo con el fin
de obtener la respuesta de los camarones con sus-
tancias de actividad conocida y cuya concentracién
letal 50 se encuentra reportada (6,18) pudiendo
establecer comparaciones entre la respuesta obte-
nida con el camar6n para los extractos de la planta
estudiada y los patrones. Con los datos obtenidos se
aplico el andlisis estadistico por Probits, para
determinar la CLs, tanto de los patrones como de
los extractos de la planta. Las CLs, encontradas
fueron: 323 ug/ml para el extracto etandlico de
frutos y 463 pg/mL para el extracto etandlico de
tallos con hojas, valores menores a 1000 pg/mL
por lo cual los extractos se consideran bioactivos.

Actividad antitumoral

Ensayo en discos de zanahoria. El tiempo
optimo de crecimiento para el Agrobacterium tume-
Jaciens determinado por la curva de crecimiento fue
de 48 horas, posteriormente se realizé la actividad
antimicrobiana y de acuerdo a los resultados obte-
nidos puede decirse que los extractos no inhiben de
forma apreciable el crecimiento del Agrobacterium
tumefaciens a las concentraciones de 1000, 100 y
10 ug / mL, por lo cual se elimina la posibilidad de
tener falsos positivos en la actividad antitumoral.
Los resultados muestran un efecto antitumoral alto
y el extracto etanélico de los frutos presenté una
mayor capacidad para inhibir el crecimiento de los
tumores que el extracto etandlico de los tallos con
hojas, ya que a la misma concentracién, el extracto
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etandlico de los frutos disminuyé en forma
considerable el tamafio y ndmero de tumores
presentes en la zanahoria, mientras que el mismo
efecto era menos marcado para el extracto etanélico
de tallos con hojas. Los resultados se encuentran
concordantes con los obtenidos en el bioensayo con
Artemia salina.

Ensayo de citotoxicidad. Se determinaron las
mejores condiciones que presentaron reproducibi-
lidad en los resultados:

- Tipo de células tumorales a emplear: Células
Hep-2 y Células K562.

- Nimero de células por pozo: 20000 por pozo
para el desarrollo de la técnica.

- Tiempo de incubacion del MTT con las
células: 4 horas.

- Volumen de MTT adicionado: 1:10 con
respecto al volumen final del pozo.

- Volumen y tipo de solvente utilizado en la
solubilizaci6n de los cristales de formazan: 150
pL de DMSO por pozo.

- Solubilizacién de los residuos secos de los
extractos etandlicos: en el medio de creci-
miento en el que se encontraban las células
(RPMI con SFB al 10%), con unas gotas de
DMSO.

Estas condiciones se fijaron por ensayos pre-
vios. Una vez establecidas las mejores condiciones
se realizaron tres ensayos consecutivos con las
lineas celulares tumorales, para comparar el grado
de citotoxicidad de los extractos. Se realiz6 un
ensayo similar con células normales estimuladas
con PHA. A los datos de densidad Optica obtenidos,
se les realiz6 una prueba de BONDAD DE AJUS-
TE (19), determinando que nuestra poblacion de
datos seguia una distribucion normal, por 1o que se
le aplic6 el modelo estadistico de t Student. Luego,
con los mejores datos de absorbancia por con-
centracién se procedié a calcular el porcentaje de
citotoxicidad para cada extracto utilizando la
siguiente férmula (20,21): '

% Citotoxicidad = 100-[(DO problema/DO

blanco ) *100]

DO problema: pozo con células, extracto y medio

DO blance: pozo con medio y solvente, pero sin

células.
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Estos datos se linealizaron para poder estimar
el grado de citotoxicidad a cualquier nivel de con-
centracién y asi poder determinar la concentracién
letal 50 (CLs). Este procedimiento se realizé para
los extractos etanélicos de frutos y tallos con hojas
de la planta en estudio contra las células K562 y las
células Hep-2. En la Tabla 1 se encuentran los
datos de la CLs; obtenidos, en donde se observa
que los frutos poseen una mayor citotoxicidad con
respecto a los tallos con hojas, debido a que para
alcanzar la concentracién letal 50 con el extracto de
tallos con hojas, es necesario una mayor con-
centracién con respecto a la necesaria para los
frutos; esto nos confirma lo encontrado en el
estudio fitoquimico preliminar ya que los com-
puestos que se creen responsables de la bioac-
tividad, triterpenos tetraciclicos y/o pentaciclicos
como las cucurbitacinas y otras sustancias, se
encuentran en mayor cantidad en los frutos de la
planta. Ademads, este ensayo correlaciona con los
resultados obtenidos en el presente trabajo en el
ensayo de letalidad en Artemia salina y la actividad
antitumoral en disco de zanahoria. Los resultados
del ensayo de citotoxicidad por el método del MTT
para los extractos etanélicos de los frutos y de los
tallos con hojas mostraron un alto efecto anti-
tumoral, manifestado por la mortalidad de las
células K562 y Hep-2. En el ensayo realizado sobre
células normales estimuladas con PHA se encontré

un efecto citotoxico menor el cual se representa en
el valor de CL s reportado (Tabla 1). Los valores
de CL 5 para los extractos de la planta C.
dipsaceus son por razones obvias mayores que los
valores de CL s, de sustancias como vincristina y
prednisolona (20), ya que éstas son sustancias pu-
ras mientras que el o los principios activos res-
ponsables de la actividad antitumoral y citotéxica
no se encuentran en un estado puro, ademds se
hallan diluidos en una mezcla con otros compuestos
en el extracto de la planta.

La concentracién letal 50 de las células
normales calculada y comparada con las halladas
para la linea celular tumoral K562, por ser diferente
y un poco mayor, nos hace pensar que si existe
algin grado de especificidad del extracto por las
células tumorales. Esta respuesta obtenida se puede
atribuir a la presencia de esteroles y triterpenos,
como las cucurbitacinas en la planta, las cuales se
han relacionado durante mucho tiempo con esta
actividad biolégica. Ademéas estudios reportados
para extractos de las semillas de Iberis amara, de
cuya especie se han aislado las cucurbitacinas I y E,
han mostrado una citotoxicidad diferencial hacia
tumores renales, tumor cerebral y lineas celulares
de melanoma. Este mismo tipo de selectividad se
ha reportado para extractos de Begonia plebeja y de
Gonystylus keithii, de las cuales se aislaron las
cucurbitacinas B y D respectivamente (22).

Tabla 1: Concentracién Letal 50 (CLs,) de los Extractos y Patrones

Tipo de Células Extracto de Extracto de Vincristina Prednisolona
Frutos (ug/ml) Tallos con Hojas (ug/ml) (ug/ml)
(ng/mi)

K562 297.503 327.940 --- ---
Hep-2 343.485 359.132 --- ---
Normales 373.812 441.868 --- ---
Leucemia --- --- 648 +/-1.77 57.6 +/-92.2
38 No. 28, 1999
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