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I. RESUMEN 

Introducción: El cáncer es un término utilizado para un grupo de enfermedades que pueden 

afectar a cualquier parte del organismo. La característica que lo define es la división rápida 

de células anormales que pueden sobrepasar sus límites e invadir a otros tejidos e incluso a 

otros órganos en un proceso denominado metástasis. Esta división celular se debe a la 

desregulación del ciclo celular, que puede ser afectado por diferentes factores, entre ellos la 

modulación del potencial de membrana (Vm), el cual se ve afectado por la conductancia del 

ion potasio (K+) que es el principal regulador del Vm en reposo, ya sea en células excitables 

o no excitables, por lo tanto, los canales de K+ dependientes de voltaje (Kv) juegan un papel 

importante en la fluctuación del Vm a lo largo del ciclo celular. Algunos Kv se encuentran 

implicados en diversos procesos oncogénicos, como Kv10.1 que se sobreexpresa en tumores 

más agresivos. Se ha descrito que este canal es regulado por algunos metabolitos secundarios 

de plantas tales como los flavonoides y en ese sentido, Passiflora es un género de plantas en 

el que se han descrito este tipo de compuestos, por lo que podrían tener algún efecto 

farmacológico sobre estos canales. 

 

Objetivo: En el presente trabajo se buscó purificar mediante un ensayo biodirigido los 

metabolitos secundarios de una fracción de acetonitrilo (CH3CN) obtenida a partir del 

extracto metanólico de tallos de P. subpeltata, para caracterizarlos químicamente mediante 

técnicas espectroscópicas, así como farmacológicamente en las líneas celulares MDA-MB-

231 y MCF-7. 

 

Materiales y métodos: El material vegetal se recolectó de la zona de Ciudad Universitaria 

en la alcaldía Coyoacán de la Ciudad de México. El extracto metanólico crudo de los tallos 

de P. subpeltata se obtuvo a partir de una extracción sólido-líquido de flujo continuo. A partir 

de este extracto, se realizó una extracción líquido-líquido de flujo continuo con 

hexano/metanol donde se recuperó la fracción de hexano. Con esta fracción se realizó una 

segunda extracción con hexano/CH3CN, para obtener la fracción de CH3CN. A esta fracción 

se le realizaron mediciones de actividad antioxidante mediante el ensayo del DPPH y 



contenido fenólico mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. A esta fracción también se le 

realizó un ensayo biodirigido a partir utilizando cromatografías en columna y en placa 

preparativa para purificar los compuestos con actividad de disminución de viabilidad de las 

células MDA-MB-231 y MCF-7. Se determinaron las concentraciones inhibitorias 50 (IC50) 

de las fracciones con mayor actividad mediante el ensayo MTT.  Se realizó un ensayo de 

MTT utilizando el bloqueador de canales Kv, cloruro de tetraetilamonio (TEA-Cl) para 

determinar un posible efecto sinérgico con las fracciones obtenidas de P. subpeltata. La 

caracterización química de la fracción terciaria con mayor actividad se realizó utilizando 

diferentes reveladores. La caracterización espectroscópica se realizó mediante 

espectroscopía de infrarrojo (FT-IR) y resonancia magnética nuclear (RMN) de protón (1H). 

 

Resultados: Se optimizó la metodología de extracción de la fracción de CH3CN. Esta 

fracción presentó una actividad antioxidante de 5.15 microgramos (µg) de equivalentes de 

ácido ascórbico (AAE)/100 g de masa seca y una concentración de fenoles totales de 15.16 

µg de equivalentes de ácido gálico (GAE)/100 g de masa seca. En el ensayo biodirigido se 

obtuvo la fracción terciaria V.A.2, que presentó mayor actividad con un porcentaje de 

inhibición de viabilidad en células MDA-MB-231 del 64.00% y de 77.88% en células MCF-

7. La IC50 de la subfracción V.A.2 en MDA-MB-231 fue de 100.43±7.5 µg/mL y en MCF-7 

fue de 66.1±4.5 µg/mL. El tratamiento en conjunto del TEA-Cl y las fracciones activas (17, 

V.A y V.A.2) en ambas líneas celulares, disminuyó la viabilidad celular en comparación con 

el control y con el tratamiento solamente de las fracciones. La caracterización química mostró 

que la fracción terciaria V.A.2 contiene ácidos grasos insaturados, compuestos con 

carbonilos, fenoles, grupos sensibles a oxidación, aldehídos y alcoholes. En la espectroscopía 

FT-IR se observaron señales correspondientes a los grupos funcionales de alcoholes, 

carbonos con hibridación sp3 y grupos carbonilo. En la RMN 1H se observaron señales de 

aldehídos, carbonos aromáticos sp2 y carbonos saturados sp3. Finalmente, se observó que la 

fracción es una mezcla de compuestos. 

 



Conclusiones: La fracción de CH3CN presentó poca actividad antioxidante y bajo contenido 

fenólico. Se purificó la fracción terciaria V.A.2 y se observó que es una mezcla de 

compuestos. En el ensayo MTT utilizando TEA-Cl, se observó un posible efecto sinérgico 

con las fracciones activas (17, V.A y V.A.2). Con la caracterización química y 

espectroscópica se determinó que la fracción terciaria V.A.2 probablemente contenga ácidos 

grasos insaturados, aldehídos, compuestos aromáticos y alcoholes. Este es uno de los 

primeros trabajos en relacionar metabolitos del género Passiflora y su efecto 

anticancerígeno, mediante un posible mecanismo dirigido hacia canales iónicos de potasio. 
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Cl-: ion cloruro 
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H2SO4: ácido sulfúrico 
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KBr: bromuro de potasio 

KCa: canales de potasio activados por calcio 

KCNH: subfamilia H de canales de K+ dependientes de voltaje 
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mL: mililitros 
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MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio 
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Na+: ion sodio 
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TEA-Cl: cloruro de tetraetilamonio 

UV: ultravioleta 

UV-Vis: ultravioleta-visible 

V: vainillina 

VB: verde de bromocresol 

VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular  

Vm: potencial de membrana 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Marco Teórico 

1.1.1. Cáncer 

El cáncer es un término utilizado para un grupo de enfermedades que pueden afectar a 

cualquier parte del organismo. La característica que lo define es la división rápida de células 

anormales que pueden sobrepasar sus límites e invadir a otros tejidos e incluso a otros 

órganos en un proceso denominado metástasis (1). La carcinogénesis es un proceso de 

múltiples etapas donde las células adquieren mutaciones que activan oncogenes y/o 

desactivan genes supresores de tumores, provocando una activación continua y descontrolada 

del ciclo celular (1, 2). Los principales mecanismos de los cambios genéticos que ocurren en 

las células son mutaciones, cambios en los cromosomas, alteraciones en vías de señalización 

y cambios epigenéticos (2) que se generan por predisposición genética y causas ambientales. 

De esta forma, la carcinogénesis puede ocurrir en casi cualquier órgano, dando lugar a la 

elevada cantidad de tipos de cáncer que son diagnosticados actualmente. 

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, el cáncer es una de las principales 

causas de muerte en el mundo, con aproximadamente 19.3 millones de casos nuevos y 10 

millones de muertes en el mundo en el 2020, donde 1 de cada 6 muertes fue debido a cáncer 

(1, 3). Otro problema actual de esta enfermedad es que es difícil de curar, pues es complicado 

retirar cada una de las células malignas y las terapias también son tóxicas para las células 

normales (1). El cáncer es una enfermedad de gran impacto en el mundo lo que aumenta la 

investigación para la búsqueda de nuevos tratamientos. 

 

1.1.2. Cáncer de mama y principales tratamientos 

Existen muchos tipos de cáncer dependiendo el tejido donde se origine, pero uno que 

actualmente tiene mucha importancia, es el cáncer de mama. A nivel mundial en el 2020, fue 

el tipo de cáncer con mayor incidencia (24.5%) y mortalidad (15.5%) en mujeres, 

convirtiéndose en la principal causa de muerte por cáncer en mujeres (4). Con un estimado 



de 2.3 millones de casos nuevos en el 2020 (11.7%), el cáncer de mama superó al cáncer de 

pulmón (11.4%) como el más diagnosticado en mujeres en el mundo (4). En este mismo año 

en México, el cáncer de mama ocupó el primer lugar en incidencia (15.3%), mortalidad 

(8.8%) y prevalencia durante el 2020 (5). Estos datos muestran que este tipo de cáncer es un 

problema de salud pública, de ahí surge la necesidad de generar nuevas estrategias de 

tratamiento para las personas que se ven afectadas por esta enfermedad. 

 

Los tratamientos utilizados para el cáncer de mama incluyen cirugía, quimioterapia, 

radioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida (6, 7). La elección del tratamiento dependerá 

de la etapa en la que se encuentre el cáncer, el subtipo que afecte al paciente, el tamaño del 

tumor y la viabilidad de poder llevar a cabo cualquiera de los tratamientos (7, 8).  

 

Existen dos tipos principales de procedimientos quirúrgicos: cirugía de conservación de 

mama y mastectomía (Figura 1). La cirugía de conservación es un enfoque de tratamiento 

localizado que permite la eliminación del tejido tumoral a la vez que se preserva el tejido 

mamario (8). Este tipo de cirugía suele estar acompañada por terapia adyuvante que permite 

reducir el tamaño del tumor antes del procedimiento o después de este para disminuir el 

riesgo de metástasis y asegurar la recuperación del paciente (6). La cirugía conservadora no 

puede llevarse a cabo si no se puede retirar la mayor parte del tumor con un resultado 

cosmético satisfactorio (9). Por su parte, la mastectomía es la extirpación de la mama y puede 

ser total, subcutánea o conservadora de la areola del pezón; ya sea un uno o ambos senos 

(10). El principal problema es la carga psicológica que enfrentan las pacientes, sobre todo 

cuando no se realiza una reconstrucción inmediata. La cirugía también puede provocar 

cambios en la morfología mamaria como encogimiento de las mamas, dilatación de los vasos 

sanguíneos, pigmentación e hinchazón de las mamas (11). Hay que resaltar que, si el cáncer 

ha invadido otras partes del cuerpo, no es posible realizar la extirpación mediante cirugía. 

Además, no es posible extirpar todas las células cancerígenas, por lo que es necesario realizar 

terapia adyuvante o neoadyuvante (como quimioterapia o radioterapia), las cuales traen 

consigo diversos efectos secundarios (7). 



 

La quimioterapia es un tratamiento sistémico donde se emplean fármacos que inhiben la 

proliferación celular al interferir con la síntesis de ácido desoxirribonucleico (ADN), ácido 

ribonucleico (ARN) o proteínas; lo que eventualmente lleva a las células a apoptosis (7, 12). 

Suele utilizarse en tumores negativos a receptor de estrógenos (ER-negativo), como los 

subtipos de peor pronóstico (triple negativo y HER2 positivo); así como en pacientes de alto 

riesgo (8, 10). Actualmente, el tratamiento incluye la aplicación de fármacos como 

carboplatino, ciclofosfamida, taxanos (como el paclitaxel) y antraciclinas (como la 

doxorrubicina) (Figura 1); donde terapias basadas en taxanos y antraciclinas han demostrado 

reducir la mortalidad a un tercio (7, 8, 10). Debido a la naturaleza de estos fármacos, suelen 

presentar múltiples efectos adversos como pérdida de cabello, náusea, vómito, fatiga, 

susceptibilidad a infecciones, anemia, problemas gastrointestinales, mucositis, problemas en 

el ciclo menstrual, infertilidad y en algunos casos, cardiomiopatía y neuropatía (8, 12). 

 

La radioterapia consiste en utilizar radiación ionizante para eliminar las células cancerosas 

mediante la generación de radicales libres que provocan el rompimiento de la doble hélice 

del ADN, provocando apoptosis (7, 13). La radiación puede ser externa o interna 

(braquiterapia) dependiendo de la localización del tumor (7). Suele utilizarse después de una 

cirugía para destruir las células cancerosas remanentes y así evitar la posibilidad de que 

ocurra metástasis. En el cáncer de mama, las técnicas que se emplean son la radioterapia 

interna de mama y la de pared torácica (después de la mastectomía) (Figura 1) (8). Al igual 

que la quimioterapia, el mecanismo de acción de la radioterapia también destruye células 

normales y provoca diversos efectos adversos como irritación y oscurecimiento de la piel, 

linfedema, fatiga, pruritos, hipersensibilidad, mucositis, plexopatía braquial, riesgo de un 

segundo cáncer radiogénico, complicaciones cardiovasculares y del sistema nervioso central 

y problemas de fertilidad (8, 11, 13 15). 

 



Figura 1. Principales tratamientos para el cáncer de mama.

La terapia hormonal es aquella donde se modifica la cantidad de hormonas o se bloquean los 

receptores a estas (6, 7). Se utiliza en pacientes con cáncer de mama del subtipo luminal 

bloqueando los receptores de estrógenos, evitando que esta hormona estimule las células 

cancerosas (8). A pesar de ser un tratamiento más específico, también puede provocar 

diversos efectos adversos como sofocos, sequedad vaginal, artralgia, mialgia, algunos 

fármacos como el tamoxifeno pueden aumentar el riesgo de trombos y cáncer de útero, 

mientras que los inhibidores de la aromatasa pueden ocasionar problemas 

musculoesqueléticos como la osteoporosis (9). Además, aproximadamente el 50% de los 

tumores positivos a receptores de hormonas se vuelven resistentes al tratamiento (8). 

Finalmente, la terapia dirigida es aquella que utiliza moléculas específicas para inhibir vías 

de señalización alteradas en las células tumorales (7). En el caso del cáncer de mama puede 



ser adyuvante o neoadyuvante y se utiliza terapia dirigida al receptor 2 del factor de 

crecimiento epidérmico humano (HER2) (trastuzumab, lapatinib, pertuzumab), a la vía del 

fosfatidilinositol 3-quinasa/objetivo de rapamicina en mamíferos (everólimus) y a cinasas 

dependientes de ciclinas (palbociclib) (Figura 1).  Dentro de los efectos adversos, la terapia 

dirigida puede provocar erupciones en la piel, estomatitis, xerostomía, alopecia, onicolisis, 

entre otros (16). Estas terapias tienen un costo elevado y los pacientes de bajos recursos no 

tienen acceso a ellos. 

 

Los tratamientos que se emplean actualmente suelen tener diversos efectos adversos que 

disminuyen la calidad de vida de los pacientes. Todo esto hace énfasis en la necesidad de 

desarrollar nuevos tratamientos que presenten una menor cantidad de efectos secundarios y 

mayor especificidad. 

 

 

1.1.3. Potencial de membrana como regulador del ciclo celular 

En el 2011, Hanahan y Weingberg describieron las principales características que las células 

adquieren para formar tumores y que permiten entender la biología del cáncer. Los autores 

describen que las características fundamentales de las células cancerosas son: su habilidad 

de mantener una proliferación continua, evadir supresores del crecimiento, invasión, 

metástasis, supervivencia a muerte celular, angiogénesis, inmortalidad replicativa, evasión 

del sistema inmune, inflamación, alteraciones metabólicas, inestabilidad genómica y 

mutaciones (17). En particular, la proliferación continua es resultado de la progresión del 

ciclo celular. El ciclo celular es un proceso organizado y altamente regulado donde los 

componentes internos de una célula progenitora se duplican y se segregan en dos células hijas 

idénticas (18). Consiste en cuatro fases: gap 1 (G1), síntesis de ADN (S), gap 2 (G2) y mitosis 

(M); también existe la fase G0, en la cual se encuentran las células quiescentes (18). Unos de 

los componentes más importantes del sistema de control del ciclo celular son las ciclinas y 

las cinasas dependientes de ciclina (CDK), que actúan en conjunto formando complejos 



ciclina/CDK. Estos complejos adquieren actividad de cinasa para fosforilar distintos blancos, 

lo que les permite progresar en las fases del ciclo celular (7, 18). 

 

Dado que la inestabilidad genómica puede potenciar la oncogénesis, es necesaria la actividad 

de mecanismos reguladores del ciclo celular. Existen sistemas de control (checkpoints) para 

los eventos clave del ciclo, regulando la entrada y salida de una fase a otra y asegurando que 

la replicación y segregación de los cromosomas sea adecuada (Figura 2) (18, 19). 

Tradicionalmente, se habla de tres puntos de control principales: G1/S o de inicio, donde las 

células se comprometen a dividirse; la transición de G2/M, que permite la entrada a la mitosis 

solo de las células que hayan replicado su genoma de manera adecuada; y la transición 

metafase/anafase o punto de control del huso mitótico, que permite la separación de las 

cromátides hermanas, completando la mitosis (18). 

 

Figura 2. Puntos de control del ciclo celular. 

 

Se ha observado que la despolarización del Vm podría servir como una señal de inicio de 

mitosis y síntesis de ADN; controlando la actividad del ciclo celular (29). El Vm se define 

como la diferencia de voltaje entre el citoplasma y el medio extracelular debido a la presencia 

de diversos canales iónicos y transportadores que mueven iones (Na+, K+, Ca2+ y Cl-) a través 



de la membrana plasmática (20). En células excitables (como neuronas y fibras musculares) 

cambios en el Vm permiten llevar a cabo el potencial de acción; sin embargo, también juega 

un papel importante en células no excitables. En la década de los 60, Clarence D. Cone Jr 

realizó estudios en células de sarcoma, donde demostraron que el Vm se vuelve 

hiperpolarizado al entrar en la fase M del ciclo celular (20). Así, en 1971 desarrolló la teoría 

unificada sobre el mecanismo básico del control mitótico normal y la oncogénesis, donde 

plantea que cambios en el Vm durante la transición G1/S permiten el inicio o inhibición de la 

síntesis de ADN mediante la regulación de vías metabólicas (21). Observaciones posteriores 

mostraron que existe una correlación con el grado de diferenciación de las células: células 

altamente diferenciadas poseen un Vm hiperpolarizado, mientras que células en constante 

proliferación suelen tener un Vm despolarizado (21). Actualmente, se sabe que existen 

eventos bioeléctricos que controlan el Vm regulando funciones celulares como proliferación, 

migración y diferenciación (20). 

  

Como punto de control del ciclo celular, la modulación del Vm permite la transición entre 

G1/S y G2/M. Estudios previos demostraron que la despolarización de la membrana inhibe 

la progresión de G1/S en células gliales (22), sugiriendo que la hiperpolarización es necesaria 

para iniciar la síntesis del ADN. Por otro lado, la despolarización de la membrana permite la 

transición entre G2/M, marcando el inicio de la mitosis (22, 23). El Vm fluctúa a lo largo del 

ciclo celular: la hiperpolarización permite la transición entre G1/S principalmente por el flujo 

de iones de potasio, mientras que la despolarización es necesaria para la transición de G2/M, 

debido a un flujo de iones cloro (20, 22).   

 

La actividad de canales y transportadores que permiten una distribución diferencial de iones 

sodio (Na+), K+, calcio (Ca2+) y cloruro (Cl entre el citoplasma y el medio extracelular, 

genera el Vm (20). Debido a la acción de la bomba Na+/K+, hay una menor concentración de 

Na+ en el interior de la célula. Se necesitan otros cationes para equilibrar la carga dentro de 

la célula; este equilibrio se logra por los iones K+ (18). El K+ entra a la célula mediante la 

acción de la bomba Na+/K+ y también puede entrar o salir a través de canales de K+ (18). Los 



canales de K+ mantienen un equilibrio en donde los aniones del citoplasma atraen iones K+ 

al interior celular y el K+ sale de la célula debido a su gradiente de concentración (18). Esta 

entrada y salida de K+ mantiene el potencial de membrana en reposo hiperpolarizado. En 

células excitables, los canales de Na+ dependientes de voltaje permiten la entrada de iones 

Na+, despolarizando el potencial de membrana e iniciando un potencial de acción (18). En 

general, el potencial de membrana en reposo se encuentra entre -40 y -70 milivoltios (mV), 

con una carga neta negativa en el lado intracelular de la membrana (24). 

 

El Vm también está relacionado con la proliferación celular en el cáncer. Las células 

tumorales mantienen su Vm despolarizado (de -5 a -50 mV) en comparación con células 

normales que se encuentra en estado de reposo (de -40 a -90 mV) (20, 25-27). Esta 

despolarización se debe principalmente a la sobreexpresión de canales iónicos como Kv10.1, 

Kv11.1, TREK-1, Kir 4.1 (22, 25). La despolarización del Vm induce un fenotipo metastásico 

en melanocitos normales, concluyendo que el Vm es un factor que puede regular el equilibrio 

entre la carcinogénesis y el crecimiento normal (28). Un Vm despolarizado puede 

considerarse como un marcador en células tumorales que mantiene a las células progresando 

rápidamente en el ciclo celular. 

 

1.1.4. Canales de potasio dependientes de voltaje 

Los canales de K+ son la familia más extensa de canales iónicos representados por más de 70 

genes en el genoma de los mamíferos (29). Se encuentran en células excitables y no 

excitables donde son responsables de la difusión pasiva de los iones K+ a través de la 

membrana plasmática (29). Su actividad es importante para llevar a cabo diferentes procesos 

biológicos como la liberación de insulina, la contracción muscular y la transmisión sináptica; 

sin embargo, también han demostrado estar implicados en proliferación celular, apoptosis, 

invasión y angiogénesis (29, 30). Estas últimas funciones hacen que cada vez haya más 

interés en estudiar canales de K+ relacionados con cáncer para el desarrollo de nuevas 

estrategias de tratamiento. 

 



La conductancia del ion K+ es el principal regulador del potencial de membrana en reposo, 

ya sea en células excitables o no excitables (31), por lo tanto, son los canales Kv los que 

juegan un papel importante en la fluctuación del Vm a lo largo del ciclo celular. Además, los 

iones K+ también son importantes para mantener la entrada de iones Ca2+ y regular el 

volumen celular (29). Estos canales son moléculas cruciales para que las células puedan 

llevar a cabo sus funciones de manera correcta.

De acuerdo con Huang y Jan (32), existen 4 mecanismos principales mediante los cuales los 

canales de K+ promueven proliferación celular. El primero es mediante cambios en el Vm; 

existe una alta permeabilidad a iones K+ entre las fases G1/S y una baja permeabilidad entre 

G2/M (Figura 3) (31). El segundo es mediante la regulación del volumen celular, donde la 

expresión de algunos canales en la membrana plasmática se enriquece en ciertas fases del 

ciclo, modificando la morfología celular (32, 33). El tercero es promoviendo la entrada de 

Ca2+, y el cuarto es mediante funciones no canónicas que promuevan transcripción de genes 

relacionados con proliferación (32). Los canales de K+ juegan un papel clave en la 

proliferación celular, por lo que su regulación podría utilizarse como estrategia terapéutica. 

Figura 3. Representación esquemática de la actividad de canales de potasio durante el ciclo celular. Valores 

hiperpolarizantes cercanos al potencial de equilibrio del K+ se observan entre las fases G1 y S, mientras que 

entre G2/M el Vm se encuentra despolarizado.



Los canales de potasio se dividen en 4 grupos: canales Kv, canales de K+ activados por calcio 

(KCa), canales de K+ rectificadores internos (Kir) y los canales de K+ de dos poros. Estos 

canales juegan un rol importante en procesos celulares como proliferación, control del 

volumen celular, migración, apoptosis y excitabilidad (34). Se ha observado que, durante el 

primer ciclo celular de ovocitos de ratón, los Kv se encuentran activos en la transición de las 

fases M/G1 e inactivos durante S/G2 (31). Brüggemann y colaboradores observaron en 

ovocitos de Xenopus que la actividad de canales éter a-go-go (EAG) se inhibe al inicio de la 

inicio de la mitosis (23). Dado que son un grupo muy extenso e importantes en el ciclo 

celular, el presente trabajo se enfocará en los canales dependientes de voltaje.   

 

Con 40 genes codificantes, los Kv son el subgrupo más grande de canales de K+ (32). Los 

Kv son un grupo compuesto por 12 familias (Kv1-Kv12). A pesar de solo ser 12 familias, 

estos canales forman un grupo diverso debido a heteromultimerización, splicing alternativo, 

modificaciones postraduccionales, proteínas accesorias y subunidades modificadoras (35). 

Dada su importancia en el control del Vm, algunos Kv se encuentran implicados en diversos 

procesos oncogénicos. Aquellos que han sido principalmente vinculados con cáncer son 

Kv1.1, Kv1.3, Kv1.5, Kv10.1 y Kv11.1 (20, 36). La desregulación de los Kv está asociada 

con aspectos clave del cáncer, lo que ha hecho que se consideren como oncogenes potenciales 

y, por lo tanto, como blancos terapéuticos potenciales. Los diferentes tipos de cáncer 

expresan diferentes combinaciones de Kv, de manera que estos pueden utilizarse en la 

búsqueda de terapias personalizadas y específicas, esperando menores efectos secundarios 

en los pacientes.    

 

1.1.5. Kv10.1 y su rol en cáncer 

La familia KCNH de los Kv está formada por los canales ERG (éter a-go-go related, 

KCNH2), los canales EAG (KCNH1) y los canales ELK (éter a-go-go like, KCNH3) (37, 

38). Estos canales están formados por cuatro subunidades que a su vez están compuestas por 



seis dominios transmembranales: S1-S4 forman el sensor de voltaje, mientras que el poro 

está formado por los dominios S5-asa-S6 (Figura 4) (37). En su región amino terminal (N-

terminal) contienen un dominio Per-Arnt-Sim (PAS), un PAS-CAP y un dominio enlazador; 

los miembros de KCNH (37). En su región carboxilo terminal (C-terminal) contienen un 

dominio enlazador y un dominio de homología de unión a nucleótidos cíclicos (CNBDH.) 

Cerca del CNBHD, hay un motivo de tres aminoácidos conocido como el ligando intrínseco 

(37). 

 

Figura 4. Esquema representativo de la estructura de las subunidades de los canales de la familia KCNH (37). 

 

Kv10.1 (también llamado EAG1) es un Kv perteneciente a la familia EAG. Este canal se 

caracteriza por tener una corriente rectificadora de K+ retardada y una activación lenta con 

un potencial de retención hiperpolarizado; esto significa que hay un cambio en la sensibilidad 

del voltaje en la apertura del canal (37). En cuanto a su localización, se encuentra distribuido 

en el sistema nervioso central, donde la distribución del ARN mensajero (ARNm) se 

encuentra en: la corteza cerebral (particularmente en el núcleo del tracto olfatorio lateral y el 

neocórtex), el bulbo olfatorio, el hipocampo, la amígdala, el hipotálamo, los ganglios basales 



y en la capa de células granulares del cerebelo (39). También se expresa en mioblastos 

durante un periodo de tiempo muy corto durante su fusión (40) y una vez que las células 

musculares se vuelven multinucleadas, la expresión del canal se inhibe (41). A pesar de que 

es una proteína conservada en diferentes especies de mamíferos (incluido el humano), su rol 

fisiológico aún permanece prácticamente desconocido (42).  

 

Su estructura es similar a la de los demás canales KCNH, pero contiene ciertas características 

que lo diferencian de los demás miembros de la familia. Kv10.1 está glicosilado en el asa 

que conecta los dominios S5 y S6, afectando la unión de toxinas peptídicas en el poro. El 

diámetro del poro es más pequeño que el del ion K+ hidratado, por lo que carece de la cavidad 

central ubicada debajo del filtro de selectividad de los canales de K+ canónicos. Esta cavidad 

es blanco de compuestos antiarrítmicos que bloquean el poro, sin embargo, al carecer de ella, 

Kv10.1 no se ve afectado por estos compuestos. Este canal es capaz de ser activado por 

voltaje aun sin el asa entre el sensor de voltaje y el poro; haciendo que la comunicación entre 

estos sea diferente a la de otros Kv (43). El CNBHD de estos canales es homólogo al de los 

canales activados por nucleótidos cíclicos (CNG) y los canales modulados por nucleótidos 

cíclicos activados por hiperpolarización (HCN); sin embargo, el CNBHD de Kv10.1 no une 

nucleótidos cíclicos, sino que se encuentra asociado con el ligando intrínseco (residuos 

tirosina, asparagina, leucina) (37, 42). Dadas sus particularidades estructurales, aún se 

desconoce la existencia de ligandos específicos que regulen la actividad de estos canales. 

 

Como ya se mencionó, la expresión de estos canales está restringida a mioblastos y a ciertas 

partes del sistema nervioso central. De la misma forma, el ARNm del canal se encuentra 

solamente en el cerebro y no en otros tejidos. Sin embargo, tanto la proteína como el ARNm 

del canal se encuentran expresados en células tumorales de diversos tejidos (44). En 1999, 

Pardo y colaboradores demostraron el potencial oncológico de Kv10.1 al observar que la 

sobreexpresión de estos canales induce una transformación maligna en células CHO y 

NIH/3T3. También observaron que tumores que expresan este canal presentan un 

crecimiento más rápido en comparación con tumores que no lo expresan (45).  



 

A pesar de que aún se desconoce la función exacta del canal, hoy se sabe que está 

estrechamente relacionado con la proliferación celular. Uno de los mecanismos por los que 

se promueve la proliferación es el desensamble del cilio primario que permite la progresión 

del ciclo celular entre G2/M (46). La señalización para llevar a cabo este proceso se debe a 

la entrada de Ca2+ en la célula como resultado de la hiperpolarización inducida por Kv10.1. 

El Ca2+ a su vez, actúa como segundo mensajero en una cascada de señalización que implica 

la activación de cinasa Aurora A, la cual se sobreexpresa en diferentes tipos de cáncer y está 

implicada en proliferación, transición epitelio-mesénquima, metástasis y la renovación de 

células troncales cancerosas (47, 48). Esta sería una forma indirecta mediante la cual el canal 

podría estar promoviendo proliferación. Kv10.1 también permite la supervivencia celular. En 

células MCF-7, Kv10.1 promueve proliferación y migración al permitir la entrada de Ca2+ 

mediante la interacción con el canal de calcio Orai1 (47, 49). También se ha reportado la 

capacidad oncogénica del canal mediante mecanismos no canónicos. Canales Kv10.1 con 

una mutación que elimina su actividad de canal iónico, son capaces de inducir tumores. 

Existe un aumento de la actividad de factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1) en células que 

expresan Kv10.1 (50). HIF-1 es una proteína esencial para la reprogramación metabólica de 

las células tumorales, permitiendo la supervivencia en el ambiente hipóxico de los tumores 

(51). Los canales Kv10.1 pueden promover oncogénesis mediante mecanismos canónicos y 

no canónicos, convirtiéndolos en moléculas clave en el desarrollo del cáncer. 

 

Este canal se expresa en aproximadamente el 70% de los tumores humanos (41). Su expresión 

no solo se limita a tumores sólidos, sino también a leucemia mieloide aguda y leucemia 

mieloide crónica, donde la expresión del canal aumenta con la edad del paciente y aumenta 

la tasa de recaída de la enfermedad (52). La expresión del canal también está relacionada con 

una tasa de supervivencia menor y resistencia a etopósido, doxorrubicina y citarabina (52, 

53). La expresión de estos canales en cáncer y su rol promotor de proliferación y malignidad 

los convierte en un potencial marcador molecular de esta enfermedad. Este canal también se 

expresa en las líneas celulares empleadas en el presente trabajo. De acuerdo con Hammadi y 

colaboradores, en ambas líneas (MDA-MB-231 y MCF-7) se expresa una proporción similar 



de la proteína, sin embargo, las MCF-7 tienen una mayor cantidad del ARNm en 

comparación con las MDA-MB-231 (52). 

 

Tomando en cuenta el rol en el desarrollo del cáncer, su expresión limitada en tejidos sanos 

y su sobreexpresión en tejidos periféricos en cáncer; estos canales son un potencial blanco 

molecular para la búsqueda de nuevas estrategias farmacológicas con menores efectos 

secundarios en los pacientes, de manera que exista una ventaja sobre las terapias actuales. 

Un bloqueador específico de estos canales podría ser una nueva estrategia antitumoral, pero, 

no existen bloqueadores específicos de estos canales y la mayoría de los existentes, bloquean 

otros tipos de canales iónicos afectando a células sanas. Un bloqueador específico, incapaz 

de cruzar la barrera hematoencefálica, sería ideal, ya que las células que expresan Kv10.1 ya 

están completamente diferenciadas y solo se tendría como blanco a las células tumorales en 

división constante (45). Por estos motivos, los canales Kv10.1 han adquirido relevancia en la 

investigación para encontrar ligandos específicos tanto de origen natural o sintéticos que 

regulen su actividad. 

 

En este sentido, estos canales pueden ser regulados por diferentes moléculas como la 

calmodulina (37, 53), la epsina (54), entre otros. También es regulado por metabolitos 

secundarios del metabolismo de plantas, como los flavonoides (55). Carlson y su equipo 

demostraron que algunos flavonoides (fisetina, luteolina, quercetina y kaempferol) (Figura 

5) son capaces de cambiar la dependencia de voltaje de activación del canal a potenciales 

más hiperpolarizados, alentando la desactivación del canal (55).  Esto lo realizan al 

interactuar con el dominio CNBHD del canal. Los flavonoides tienen similitud estructural 

con la tirosina presente en el ligando intrínseco del canal. La regulación del canal 

posiblemente se deba a que los flavonoides desplazan el ligando intrínseco uniéndose al 

dominio CNBHD (55). Estos ejemplos sugieren que existen moléculas naturales capaces de 

modificar la actividad de los Kv10.1. En este sentido, Passiflora es un género de plantas en 

el que se ha reportado la presencia de estos flavonoides y otros metabolitos, convirtiéndolo 



en un objeto de estudio interesante para la búsqueda de un producto natural que regule canales 

Kv10.1. 

 

Figura 5. Estructura de los flavonoides que modifican la dependencia del voltaje de Kv10.1. 

 

1.1.6. Género Passiflora 

Passiflora es el género más extenso de la familia Passifloraceae, con aproximadamente 500 

especies descritas hasta hoy (56, 57). Las especies pertenecientes a este género se encuentran 

distribuidas en las zonas tropicales y subtropicales del planeta; principalmente en Centro y 

Sudamérica, y en menor proporción en Asia, Australia y África tropical (56-58). Passiflora 

es un género de plantas herbáceas o lianas difíciles de clasificar, ya que la morfología de 

estas especies suele variar (56, 58). Estas plantas se cultivan con un fin ornamental debido a 

sus flores exóticas y por sus frutos comestibles, principalmente el maracuyá (P. edulis) y la 

granadilla (P. ligularis). Además, estas plantas contienen metabolitos activos con actividad 

farmacológica para el tratamiento de diferentes patologías (58). Todas estas características 

resaltan la importancia del género Passiflora como objeto de estudio. 



  

Los usos tradicionales del género están ampliamente reportados en diferentes países (57).  En 

Coa, culebra y nenepilli, lengua. Lengua de 

culebra) a P. suberosa, la cual utilizaban para expulsar semen retenido, piedras, coágulos de 

sangre, orina, aumentar el apetito y para evacuar humores flemáticos (58). P. edulis es una 

de las especies con más usos: sedante, diurético, antihelmíntico, antidiarreico, 

antihipertensivo, para tratar cólicos, estimular el sistema digestivo y para el tratamiento de la 

disentería (57).  Otra especie utilizada tradicionalmente es P. foetida debido a su efecto para 

tratar el insomnio, histeria, mareos, dolor de cabeza, asma y la falta de periodo menstrual 

(57). Sin embargo, el uso más conocido de estas plantas es como ansiolítico (60, 61) y suele 

mezclarse con otras plantas (principalmente Valeriana officinalis) en medicamentos 

herbolarios como auxiliares en el tratamiento de ansiedad, angustia e irritabilidad. Otros usos 

de este género en medicina tradicional incluyen el tratamiento de dismenorrea, diabetes, 

fiebre, neurosis, neuralgia, epilepsias, neurastenia, quemaduras, hemorroides, para el 

tratamiento de la adicción a morfina y para mordeduras de serpientes (57, 61). Estas plantas 

tienen potencial en la investigación para encontrar nuevos tratamientos para enfermedades 

que tienen un alto impacto en la población, como el cáncer.   

 

1.1.7. Metabolitos con actividad anticancerígena presentes en Passiflora 

Passiflora es un género de plantas con propiedades medicinales atribuidas desde hace siglos. 

Dichas propiedades se deben a los metabolitos secundarios característicos del género, como 

flavonoides, alcaloides, glucósidos y compuestos fenólicos (57). Algunos de los flavonoides 

reportados en este género son apigenina, luteolina, crisina, kaempferol, miricetina, quercetina 

y ermanina; así como los glucósidos de flavona vitexina, isovitexina, swertisina, orientina, 

isoorientina, entre otros (57). Los alcaloides presentes en el género principalmente son 

-carbolina; como la harmina, harmalina, harmalol, entre otros (57). También 

se ha reportado la presencia de terpenos como los ácidos ciclopasifloicos A-G, que son 

triterpenos de tipo cicloartano y sus saponinas, las ciclopasiflosidas (57); ácidos orgánicos 



como el ácido vanílico, el ácido p-hidroxibenzoico, el ácido ascórbico y el ácido siríngico 

(62); y esterol -sitoesterol (63 -sitoestenona (62), entre otros.  

 

Los flavonoides son compuestos polifenólicos de origen vegetal que, al ser consumidos, 

generan efectos beneficiosos para la salud (64, 65). Los flavonoides poseen diferentes efectos 

anticancerígenos: modulan los efectos de las especies reactivas de oxígeno, provocan el 

arresto del ciclo celular, inducen apoptosis y autofagia, suprimen proliferación e invasividad 

disminuyendo metástasis entre otros efectos (66). El flavonoide más representativo del 

género es la flavona crisina (Figura 6). La actividad ansiolítica característica del género 

Passiflora es debido a este flavonoide. También posee actividad inhibitoria en células de 

cáncer de mama. El tratamiento de células MCF-7 con crisina aumentó la expresión de p53, 

disminuyendo la viabilidad de estas células (67). También presenta efectos apoptóticos en 

líneas celulares de cáncer cervicouterino, leucemia, glioma, cáncer de esófago, cáncer de 

próstata y cáncer de colon (68). 

 

Otro flavonoide presente en Passiflora que ha demostrado actividad anticancerígena es el 

flavonol miricetina (Figura 6), que suprime proliferación, invasión y metástasis e induce el 

arresto del ciclo celular y apoptosis en células cancerígenas mediante la interacción con 

diferentes blancos moleculares (69). La miricetina posee efectos inhibitorios en cáncer de 

mama, gástrico, de esófago, de ovario, glioma, glioblastoma multiforme, colon, 

osteosarcoma canino, carcinoma hepatocelular, cáncer de tiroides, leucemia mieloide 

crónica, cáncer sinovial, meduloblastoma, cáncer cervicouterino, cáncer de vejiga, cáncer de 

páncreas, cáncer de próstata, colangiocarcinoma, entre otros (69). Por su parte, la luteolina 

(Figura 6) disminuye la producción del factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-

A) en células MDA-MB-231 inhibiendo angiogénesis (70, 71), disminuye la expresión de 

metaloproteinasa 2 (MMP-2) y metaloproteinasa 9 (MMP-9) en MDA-MB-231 y MCF-7 

reduciendo el potencial invasivo de estas células y otros efectos que inhiben la transición 

endotelial-mesenquimal (70). En general, la luteolina presenta efectos anticancerígenos en 



mama, colon, páncreas, próstata, glioblastoma, pulmón, boca, riñón, ovario, piel, hígado, 

estómago, esófago, vejiga, cáncer cervicouterino y coriocarcinoma (72). 

El kaempferol (Figura 6) es otro flavonoide capaz de inhibir el crecimiento de células de 

cáncer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 y VM7Luc4E2) (73).  Provoca el arresto del ciclo 

celular en G2/M disminuyendo la expresión de CDK1, ciclina A y ciclina B; así como inducir 

apoptosis aumentando la expresión de p53 en células MDA-MB-231 (74). Esta molécula 

presenta efectos en cáncer de vejiga, leucemia, cerebro, osteosarcoma, cervicouterino, colon, 

riñón, hígado, pulmón, boca, ovario, páncreas, próstata y estómago (73). Finalmente, la 

quercetina es otro flavonoide cuya actividad anticancerígena es sumamente conocida. Este 

flavonoide tiene efectos antitumorales en linfoma, carcinoma de ovario, osteosarcoma, 

cáncer gástrico, leucemia linfoide crónica, cáncer de próstata, melanoma, glioma, cáncer de 

pulmón, cáncer de colon y cáncer de páncreas (75). 

Figura 6. Estructuras químicas de algunos flavonoides y terpenos encontrados en el género Passiflora que 

presentan actividad anticancerígena.

Los isoprenoides también son abundantes en el género Passiflora, principalmente terpenos, 

esteroides, saponinas y carotenoides (76 - -sitoesterol 



y estigmasterol (Figura 6) aislados de Passiflora mucronata, presentan actividad citotóxica 

en líneas de cáncer de próstata (PC3) y de melanoma de ratón (B16F10) (63). El -sitoesterol 

aumenta la actividad de caspasa-8, iniciando la vía extrínseca de apoptosis (77). A pesar de 

la presencia de algunos triterpenos con actividad anticancerígena, aún existen muchos otros 

en Passiflora cuyo potencial no ha sido estudiado. 

 

Los flavonoides y terpenoides son los grupos de metabolitos secundarios más abundantes en 

Passiflora, por lo que abordar los efectos de cada uno de ellos es imposible. Sin embargo, 

los ejemplos aquí presentados demuestran el potencial anticancerígeno de estos metabolitos 

y su importancia en la búsqueda de estrategias de tratamiento de origen natural.  

 

1.1.8. Passiflora subpeltata 

Passiflora subpeltata Ortega, también conocida como flor de la pasión blanca o granada 

cimarrona, es una planta trepadora que crece en lugares de gran altitud (78). Es una planta 

que se desarrolla en lugares abiertos y pedregales: un ecosistema de matorral xerófilo (79). 

Se encuentra distribuida en México, Centroamérica, Venezuela, Colombia y la India. En 

México crece a lo largo del eje Neovolcánico y es considerada por la CONABIO como una 

especie invasiva (79). En cuanto a su descripción, es una especie con hojas trilobuladas que 

en la base tienen un par de hojas pequeñas llamadas estípulas; sus flores son de color blanco 

y pueden crecer hasta 5 cm de diámetro y sus frutos son entre amarillos y verdes (79). 

 

Tradicionalmente en la India, sus hojas son utilizadas para el tratamiento del dolor y como 

antiinflamatorio (78). También se ha reportado en sus hojas la presencia de un derivado de 

la cumarina llamada barterina: compuesto con actividad sedante y antiespasmódica (78). Un 

estudio realizado en ratones albinos suizos mostró que el extracto acetónico de hojas tiene 

actividad antiinflamatoria, antipirética y analgésica (78). Aunque se han realizado algunos 

estudios, es evidente la falta de información sobre su perfil fitoquímico, resalta el interés de 

estudiar esta especie.  



1.2 Antecedentes inmediatos 

Previamente, nuestro grupo de investigación realizó ensayos biodirigidos a partir de extractos 

de P. subpeltata con diferentes polaridades donde se observó que el extracto metanólico de 

tallos presentó la mayor disminución de viabilidad en células MDA-MB-231 (Tabla 1). 

Posteriormente, a partir del extracto metanólico, se obtuvo una fracción de CH3CN mediante 

particiones con disolventes inmiscibles que mostró actividad de inhibición de viabilidad en 

la misma línea celular. En ensayos de MTT previos se observó que la fracción de CH3CN 

presenta una disminución de viabilidad de la línea celular MDA-MB-231 a una concentración 

de 3 mg/mL del 99.29±0.54% y una IC50 de 470 µg/mL (Datos no publicados) (Figura 7). 

La fracción disminuye casi al 100% la viabilidad de células MDA-MB-231, indicando un 

posible efecto terapéutico. 

 

Tabla 1. Porcentaje máximo de inhibición e IC50 de los diferentes extractos de P. subpeltata. 

Extracto de P. subpeltata 
Porcentaje máximo de inhibición 

(%) 
IC50 (mg/mL) 

Hojas metanol 55.37±8.37 0.73±0.07 

Tallos metanol 94.30±1.78 0.53±0.14 

Hojas acetona 76±1.53 0.90±0.06 

Tallos acetona 78.31±5.98 0.84±7.66 

Hojas cloroformo 100±2.50 1.75±0.58 

Tallos cloroformo 98.42±2.12 2.07±0.4 

Hojas hexano 90.69±2.18 0.75±1.66 

Tallos hexano 52.90±4.80 1.37±0.21 

 

 



 

Figura 7. Viabilidad celular de la línea MDA-MB-231 expuesta a la fracción de CH3CN. A) Curva dosis 

respuesta. B) Porcentaje de inhibición máximo en comparación con el vehículo PEM (Polietilenglicol y 

etanol). Los valores son medias ± desviación estándar de ocho réplicas. Las diferencias estadísticas se 

determinaron utilizando una prueba de t pareada; . 

 

Los ensayos de Patch-Clamp permitieron determinar que la fracción inhibe la corriente del 

canal Kv10.1 en un 87.82±7.63% en células HEK-293 sobreexpresadas con el canal. Después 

de un lavado, hubo una recuperación parcial de la corriente, llegando a una inhibición del 

47.4±17.93% (Figura 8). Esto demuestra que dentro de la fracción de CH3CN existen 

metabolitos secundarios capaces de inhibir la corriente de canales Kv10.1 (Datos no 

publicados).  



 

Figura 8. Ensayos de Patch Clamp en configuración de célula completa. A) Efecto de la fracción de CH3CN 

de tallos de P. subpeltata en canales Kv10.1. Se observan los trazos representativos de la corriente de K+. B) 

Resumen experimental en gráficas; . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. JUSTIFICACIÓN 

El cáncer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Las características del 

cáncer están íntimamente relacionadas y, por lo tanto, su regulación puede emplearse como 

estrategia de tratamiento. Dentro de estas características se encuentra una señalización 

proliferativa continua relacionada con el ciclo celular. A su vez, el ciclo celular tiene puntos 

de control dentro de los cuales se encuentra el potencial de membrana, resultado de la 

actividad de canales iónicos. Los canales Kv están asociados con carcinogénesis y su 

actividad puede ser regulada con productos naturales. La regulación de Kv10.1 mediante 

productos naturales como estrategia terapéutica es novedosa, debido a que el canal solo se 

expresa en el sistema nervioso central de manera normal, mientras que se sobreexpresa en 

tejidos tumorales. Una molécula que no atraviese la barrera hematoencefálica sería un 

tratamiento selectivo con menos efectos secundarios, porque no afectaría los canales 

normales del sistema nervioso, y solo afectaría las células tumorales que aumentan la 

expresión de Kv10.1. Este sería el primer trabajo experimental en donde se relacionen 

metabolitos secundarios de una especie de Passiflora con una posible regulación de canales 

iónicos para el tratamiento del cáncer. Al no ser una especie ampliamente estudiada, P. 

subpeltata podría contener metabolitos secundarios con potencial actividad anticancerígena 

no conocidos. Otras especies del género que ya han sido estudiadas sí tienen metabolitos 

secundarios con actividad anticancerígena, por lo que el estudio de P. subpeltata es relevante 

para la búsqueda de posibles tratamientos coadyuvantes para el cáncer de mama. 

 

 

3. HIPÓTESIS 

En estudios previos, se observó que la fracción de CH3CN obtenida a partir del extracto 

metanólico de tallos de P. subpeltata disminuye la viabilidad de las líneas celulares MDA-

MB-231 y MCF-7, así como la corriente del canal Kv10.1. Algún o algunos de los 

compuestos presentes en la fracción podrían estar interactuando con el canal Kv10.1. Esta 

interacción podría tener algún efecto inhibitorio en la proliferación de células cancerígenas. 

 



4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Obtener la fracción de CH3CN del extracto metanólico de tallos de P. subpeltata para aislar 

y caracterizar los metabolitos secundarios responsables de la actividad inhibitoria de la 

viabilidad celular en las líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 y MCF-7. 

 

4.2 Objetivos particulares 

 Aislar él o los metabolitos responsables de la inhibición de viabilidad de células 

MDA-MB-231 y MCF-7. 

 Caracterizar estructuralmente él o los metabolitos responsables de la inhibición de 

viabilidad de células MDA-MB-231 y MCF-7. 

 Optimizar la metodología de extracción y purificación de él o los metabolitos 

responsables de la inhibición de viabilidad de células MDA-MB-231 y MCF-7. 

 Evaluar la viabilidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 en presencia de los 

metabolitos aislados de la fracción de CH3CN mediante el ensayo colorimétrico 

MTT. 

 Evaluar el efecto de los metabolitos en combinación con TEA-Cl sobre la viabilidad 

en células MDA-MB-231 y MCF-7 mediante el ensayo colorimétrico MTT. 

 

 

 

 

 



5. METODOLOGÍA

5.1. Recolección del material vegetal

El material vegetal se recolectó de la zona de Ciudad Universitaria en la alcaldía Coyoacán 

identificado por la Dra. Marta Juana Martínez Gordillo del herbario de la Facultad de 

Ciencias de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Las características que 

se tomaron en cuenta para su identificación fueron sus hojas trilobuladas con estípulas en la 

base, la presencia de zarcillos en los tallos, flores blancas de aproximadamente 5 cm de 

diámetro y frutos de color verde (Figura 9). 

Los tallos se separaron del resto de la planta y se cortaron en fragmentos de aproximadamente 

1 cm; posteriormente se dejaron secar en una estufa a 45 °C durante 48 horas (80).

Figura 9. Passiflora subpeltata. A) Se aprecian las hojas trilobuladas, las estípulas y los zarcillos. B) Flor 

blanca con la morfología característica del género: 5 pétalos, 5 sépalos, la paracorola, el androginóforo, los 5 

estambres con las anteras y los 3 estilos. C) Fruto globoso con una cáscara de color verde, en su interior 

contienen semillas envueltas en una membrana translúcida.  Las imágenes B y C fueron recuperadas de la 

página de CONABIO.



5.2. Optimización de la extracción 

Se obtuvo el extracto metanólico de los tallos de P. subpeltata a partir de una extracción 

sólido-líquido de flujo continuo. Se realizaron dos extracciones, una con 770 gramos (g) y 

otra con 752 g de tallos. El material vegetal seco fue colocado en un sistema de extracción 

líquido-líquido de flujo continuo de vidrio con 5 litros (L) de metanol y se dejó durante un 

periodo de 10 a 15 días. El extracto metanólico obtenido fue llevando a sequedad mediante 

un rotavapor (IKA RV10) a 45 °C y presión reducida.  

 

Para disminuir la complejidad del extracto, se obtuvieron fracciones mediante 3 métodos 

diferentes. En el primer método se realizaron particiones mecánicas con disolventes 

inmiscibles en un embudo de separación de un litro. A partir del extracto metanólico de tallos, 

se realizó una partición con hexano/metanol, donde se recuperó la fracción de hexano. 

Después se realizó una segunda partición con hexano/CH3CN para obtener la fracción de 

CH3CN (Figura 10, método 1).  

 

En el segundo método (Figura 10, método 2) el extracto metanólico fue sometido a una 

extracción líquido-líquido de flujo continuo con hexano. Se colocaron 102.84 g del extracto 

metanólico en un extractor continuo de vidrio y se le adicionaron 700 mililitros (mL) de 

hexano dejando el proceso de extracción durante 8 días. La fracción de hexano resultante fue 

llevada a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y vacío. Posteriormente, la fracción de 

hexano fue sometida a una extracción líquido-líquido de flujo continuo con CH3CN. Se 

colocaron 6.145 g de la fracción de hexano con 400 mL de CH3CN en el extractor de vidrio 

durante 2 días. La fracción CH3CN resultante fue llevada a sequedad mediante un rotavapor 

a 40 °C y almacenada a -16 °C.  

 

El tercer método (Figura 10, método 3) se realizó a partir del extracto metanólico crudo con 

250 mL de acetato de etilo en reflujo durante 2 horas. Este proceso se realizó 3 veces. La 



fracción de acetato de etilo resultante fue filtrada y llevada a sequedad mediante un rotavapor 

a 40 °C y almacenado a -4 °C.

Figura 10. Diagrama esquemático de los diferentes métodos empleados para obtener la fracción de CH3CN y 

de acetato de etilo de P. subpeltata.

5.3. Cromatografía en columna de la fracción de CH3CN

Se pesaron 4.7473 g de la fracción de CH3CN para realizar una separación mediante 

cromatografía en columna (2.5 cm x 40 cm) con flujo en gradiente empleando sílica gel. La 

columna fue eluida con un sistema de disolventes conformado por hexano/acetato de etilo. 

La polaridad de la fase móvil se fue modificando a lo largo del experimento: al principio se 

utilizó una mezcla hexano/acetato de etilo en una proporción 95:5 y se fue aumentando la 

polaridad de la fase móvil hasta eluir solamente con acetato de etilo (Figura 11A). Las 

fracciones se monitorearon mediante cromatografía en capa fina y se recuperaron en tubos 

falcon de 50 mL. Se agruparon las fracciones que fueron iguales en cromatografía en capa 

fina y se llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y se almacenaron a -16 °C.



5.4. Caracterización fitoquímica cualitativa 

Los experimentos de cromatografía en capa fina se realizaron empleando placas de silica gel 

con base de aluminio (Si 60 de 10×20 cm Merck) utilizando como fase móvil una mezcla de 

los disolventes hexano/acetato de etilo en relación 6:4. Las muestras se colocaron a 3 

milímetros (mm) desde el borde inferior de las placas. Las placas fueron visualizadas en una 

cámara UV a 254 nanómetros (nm) y 365 nm. Se utilizaron los reveladores químicos: yodo 

(Y), ácido fosfomolíbdico (AF), cloruro férrico (FeCl3), verde de bromocresol (VB), 

ninhidrina (NH), Folin-Ciocalteu (FC), ácido sulfúrico (H2SO4) al 20% y reactivo de 

Dragendorff (D) para determinar el perfil fitoquímico cualitativo de los compuestos presentes 

en las muestras. 

 

5.5. Actividad antioxidante 

La actividad antioxidante se determinó mediante el ensayo de eliminación de radicales de 

DPPH descrito previamente por Nithya y Madhavi (81) con algunas modificaciones. Se 

preparó una solución 0.5 mmol de DPPH en metanol. A cada fracción evaluada de 15 µg/mL 

se le agregaron 0.375 mL de la solución de DPPH y se aforó a 5 mL con metanol, 

posteriormente se determinó su absorbancia mediante un espectrofotómetro a 517 y 550 nm. 

Para determinar la capacidad de neutralización de radicales libres se elaboró una curva 

estándar empleando como patrón el ácido ascórbico. Se prepararon 6 concentraciones 

diferentes de ácido ascórbico 30, 25, 20, 15, 10 y 5 µg/mL; cada punto se realizó por 

quintuplicado. La fracción de CH3CN se probó a una concentración de 15 µg/mL. Como 

blanco se utilizó una mezcla de 15 µg/mL de la muestra (0.5 mL) y 3.5 mL de metanol. Se 

preparó una solución control de ácido ascórbico con 0.375 mL de la solución de DPPH, la 

cual se aforó a 5 mL con metanol.  

 

Se dejó incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. La absorbancia se 

midió a 517 y 550 nm en el espectrofotómetro ultravioleta-visible (UV-Vis) (Genesys 10S 

UV-Vis). Los datos de actividad antioxidante de la fracción se expresaron como µg de peso 

AAE/100 g de masa seca. El porcentaje de disminución del radical se calculó con la fórmula: 



 

 

 

5.6. Determinación del contenido fenólico total 

El contenido total de fenoles fue determinado mediante el método de Folin-Ciocalteu descrito 

previamente por Kamtekar et al. (82) con algunas modificaciones. Se realizó una curva 

patrón de ácido gálico. Se preparó una solución stock a una concentración de 1000 µg/mL. 

Se disolvieron 10 mg de ácido gálico en 10 mL de agua destilada. La curva se realizó con 

concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µg/mL. En un tubo se colocó el volumen 

necesario de stock para cada concentración y se agregaron 5 mL de agua destilada y 0.5 mL 

del reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de 5 minutos se agregaron a cada tubo 1.5 mL de 

una solución 20% de carbonato de potasio y se aforó a 10 mL con agua destilada. Cada punto 

se realizó por triplicado. La fracción de CH3CN se probó a 60 y 80 µg/mL. Se dejó incubar 

durante 2 horas a temperatura ambiente en la oscuridad hasta que se generara un color azul 

intenso. La absorbancia se midió a 750 nm en el espectrofotómetro UV-Vis. Como blanco se 

utilizó agua destilada. Los valores de equivalentes de ácido gálico se obtuvieron interpolando 

directamente en la curva patrón. Los datos de contenido fenólico total de la fracción se 

expresaron como µg del peso GAE/100 g de masa seca. 

 

5.7. Cultivo celular 

Se utilizaron las líneas celulares de carcinoma de mama humano triple negativo, MDA-MB-

231, y de cáncer de mama humano luminal A, MCF-7. Ambas líneas fueron cultivadas en 

medio DMEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% ampicilina-

estreptomicina en una incubadora con dióxido de carbono (CO2) al 5% en una atmósfera 

húmeda, a una temperatura de 37 °C. 

 

 



5.8. Ensayos de MTT  

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos a una densidad de 5x103 células por pozo 

en 100 µL de medio. Se permitió que las células se adhirieran durante un período de 24 horas 

a 37 °C y 5 % de CO2 en una incubadora. Las células fueron tratadas durante 24 horas con 

una concentración de 200 µg/mL (83, 84) de cada fracción disuelta en dimetilsulfóxido 

(DMSO). El MTT (Merck Millipore CAS 298-93-1) se agregó a una concentración de 5 

mg/mL en cada pozo y se dejó incubar durante 2 horas. Se retiró el medio de cultivo y los 

cristales se disolvieron con 50 µL de DMSO. La lectura se hizo a 570 nm en un lector de 

placas de 96 pozos TECAN Infinite M1000. Como control negativo se utilizó solamente 

medio, como control de vehículo se usó DMSO al 2% y además se utilizó un control de 

células sin tratamiento. 

 

Para el cálculo de las IC50 lo único que se modificó fueron las concentraciones empleadas de 

cada fracción. Las células fueron tratadas durante 24 horas con una concentración de 200, 

100, 50, 25 y 12.5 µg/mL de las fracciones. La perfenazina se probó en concentraciones de 

50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 µg/mL. El ensayo MTT se realizó de la misma manera antes 

descrita. La lectura se hizo a 570 nm en un lector de placas de 96 pozos TECAN Infinite 

M1000. Como control negativo se utilizó solamente medio, como control de vehículo se usó 

DMSO al 2% y además se utilizó un control negativo. El valor de la IC50 se obtuvo a partir 

de la interpolación directa de las curvas dosis respuesta, graficando el porcentaje de 

inhibición de viabilidad y el logaritmo de la concentración de las fracciones a partir de 3 

experimentos independientes. 

 

El ensayo utilizando el bloqueador de canales Kv se realizó bajo las mismas condiciones 

previamente descritas. Se utilizó una concentración 30 mM de cloruro de tetraetilamonio 

(TEA-Cl). Las células fueron tratadas durante 24 horas con las IC50 de la fracción 17, fracción 

secundaria V.A y fracción terciaria V.A.2 solas y adicionando TEA. El ensayo MTT y la 

lectura de la placa se realizó de la misma manera antes descrita. Como control negativo se 



utilizó solamente medio, como control de vehículo se usó DMSO al 2% y además se utilizó 

un control de células sin tratamiento. 

 

5.9. Cromatografía en columna de las fracciones con mayor actividad obtenidas de la 

fracción de CH3CN de P. subpeltata. 

A partir de la fracción 17 que presentó mayor inhibición de la viabilidad en ambas líneas 

celulares, se realizó otra cromatografía en columna (Figura 11B). Se separaron 4.7 g 

mediante cromatografía en columna (4 cm x 80 cm) empleando sílica gel (Sílica gel 60, 

0.063-0.200 mm). La columna fue eluida con un sistema de disolventes conformado por 

hexano/acetato de etilo en una relación 8:2 en flujo isocrático. Las fracciones primarias se 

llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y se almacenaron a -16 °C. 

 

Para todas fracciones primarias obtenidas, se probó la inhibición de viabilidad de las líneas 

celulares. Se recuperó la fracción primaria que presentó mayor porcentaje de inhibición para 

volver a purificarla y disminuir su complejidad (Figura 11C). Para esto, se separaron 476.7 

mg de la fracción primaria V mediante cromatografía en columna (2 cm x 27 cm) con sílica 

gel (Sílica gel 60, 0.063-0.200 mm). La columna fue eluida con un sistema de disolventes 

conformado por hexano/acetato de etilo en una relación 7:3 en flujo isocrático. Las fracciones 

secundarias se llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y se almacenaron a -16 

°C. 

 

Se volvió a probar la inhibición de viabilidad de las líneas celulares en presencia de las 

fracciones terciarias. Se recuperó la que presentó mayor actividad y se volvió a purificar 

(Figura 11D). Se separaron 37.2 mg mediante cromatografía en placa preparativa. Se 

utilizaron placas UNIPLATE  Silica gel GF UV245 20x20 cm 1500 micras. La placa fue 

eluida 8 veces con una fase móvil compuesta de hexano/acetato de etilo 8:2. Las fracciones 

terciarias se rasparon de la sílica con una espátula, se colocaron en agitación con acetato de 

etilo, metanol y acetona, se centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 



minutos, se filtraron y se decantaron. Se llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C 

y se almacenaron a -16 °C.

Figura 11. Diagrama de la metodología utilizada en el ensayo biodirigido para la purificación de las fracciones 

con mayor actividad. A) Primera cromatografía por columna, B) Segunda cromatografía por columna, C)

Tercer cromatografía por columna y D) Cromatografía por placa preparativa.

5.10. Optimización de la purificación

En la primera purificación se realizaron tres cromatografías en columna y una en placa 

preparativa para purificar la fracción terciaria activa (Figura 12, fracción de acetonitrilo). 

Esto se realizó, ya que la fracción activa eran desconocida y se necesitaba hacer una 

purificación de todos los componentes hasta encontrar dicha fracción (ensayo biodirigido). 

Una vez que se identificó la fracción terciaria activa, se optimizó la purificación para 

disminuir el gasto de disolventes y de tiempo. A partir de la fracción de acetato de etilo, se 

realizaron tres cromatografías en columna con las condiciones que se observan en el 



diagrama de purificación (Figura 12, fracción de acetato de etilo). Esto permitió obtener la 

fracción terciaria activa en aproximadamente 10 a 15 días.

Figura 12. Diagrama esquemático de los diferentes métodos cromatográficos empleados para obtener los 

compuestos activos de P. subpeltata.

5.11. Caracterización de las fracciones activas

Espectroscopía de FT-IR: Se utilizó un espectrómetro FTIR Bruker Tensor-27 con el 

software OPUS. Los espectros se obtuvieron por reflectancia total atenuada (ATR) y en 

pastilla de bromuro de potasio (KBr).

RMN: Se obtuvo el espectro de H1. Se utilizó un espectrómetro JEOL ECA-500. La muestra 

se disolvió en cloroformo deuterado (CDCl3) y los desplazamientos químicos se reportaron 

en partes por millón (ppm).



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. Optimización de la extracción  

La extracción de la fracción activa se realizó mediante tres métodos diferentes, buscando 

optimizar el gasto de recursos. El primer método implicó el uso de un embudo de separación 

para realizar particiones con disolventes inmiscibles (Figura 13A). Debido a que las 

particiones se realizaron hasta que el disolvente extractor dejara de tener coloración, el 

proceso implicó un gasto de disolventes (tomando en cuenta que para cada partición se 

utilizaron aproximadamente 300 mL de cada disolvente). Además, la partición 

hexano/CH3CN tendía a emulsificar lo que complicó la separación y la volvió más tardada; 

esta metodología duró aproximadamente 3 meses. La cantidad obtenida de cada fracción fue 

menor a 1 g, por lo que fue necesario optimizar el método de extracción. 

 

En el segundo método se buscó que la extracción se realizara de manera eficiente, por lo que 

se hicieron extracciones líquido-líquido de flujo continuo (Figura 13B). A partir de la 

extracción sólido-líquido de 770 g de tallos, se obtuvieron 103 g del extracto metanólico 

crudo, con un rendimiento del 13.37%. La mayor parte del peso seco se quedó en los tallos, 

de los cuales se recuperaron 658 g al terminar la extracción. Del extracto metanólico (103 g), 

se obtuvieron 6.1 g de la fracción de hexano, con un rendimiento del 5.9%. Finalmente, de 

la fracción de hexano se obtuvieron 4.7 g de la fracción de CH3CN, con un rendimiento del 

77%. Este método mejoró la cantidad obtenida de la fracción final, sin embargo, implicó un 

gasto de disolventes, recursos y de tiempo (aproximadamente 20 días), a pesar de haber 

logrado una mejoría en comparación con el primer método. Esto hizo explorar una nueva 

metodología de extracción que permitiera optimizar recursos y tiempo. 

 

En el último método se buscó disminuir principalmente la duración de las extracciones. Al 

llevar a sequedad el extracto metanólico crudo, éste adquiere una consistencia muy viscosa 

que se vuelve fluida con el calor y al disminuir la temperatura se convierte en un sólido 

(Figura 13C). Estas características permitieron realizar una extracción sólido-líquido en 

reflujo con acetato de etilo (Figura 13D). A partir de la extracción sólido-líquido de 752 g 



de tallos, se obtuvieron 85.2 g del extracto metanólico crudo, con un rendimiento del 11.33%. 

El extracto metanólico se sometió a una siguiente extracción con acetato de etilo, donde se 

obtuvieron 13.3 g con un rendimiento del 15.6%. Así, con este último método se optimizó la 

metodología de extracción utilizando menos disolventes y tiempo; solamente se tardó 3 días 

en obtener el extracto con la misma fracción activa de acuerdo con la cromatografía en capa 

fina. Utilizando el método 2 y el método 3 se obtiene una proporción similar de compuestos, 

sin embargo, en cromatografía de capa fina se aprecia que utilizando el método 2 hay un 

enriquecimiento de los compuestos menos polares. En contraste con la fracción de acetato de 

etilo contiene menos compuestos no polares, disminuyendo la complejidad y facilitando la 

purificación por cromatografía en columna, en comparación con la fracción de CH3CN 

(Figura 13E).

Figura 13. Métodos empleados para la extracción de los compuestos activos. A) Método 1, particiones 

líquido-líquido en un embudo de separación. B) Método 2, extracción tipo líquido-líquido de flujo continuo.

C) Extracto metanólico de tallos. D) Método 3, extracción líquido-líquido directa. E) Cromatografía en capa 

fina hexano/acetato de etilo (7:3), Act es la fracción activa, Ac es la fracción de acetato de etilo (método 3) y 

A es la fracción de CH3CN (método 2).



6.2. Actividad antioxidante de la fracción de CH3CN de tallos de P. subpeltata 

El ensayo del DPPH se basa en medir la capacidad que tienen los compuestos antioxidantes 

para neutralizar el radical del DPPH. Este radical libre se caracteriza por ser estable debido 

a la deslocalización de un radical libre sobre toda la molécula (85, 86). Esta deslocalización 

genera un color morado que puede medirse a 517 nm, sin embargo, al mezclarse con una 

sustancia antioxidante que pueda donar un hidrógeno el DPPH se reduce y adquiere una 

coloración amarilla (86, 87). La medición también puede realizarse a 550 nm para evitar la 

interferencia de otros pigmentos (87). Estos cambios en la estructura y la coloración pueden 

ser medidos mediante espectroscopia UV-Vis para determinar la capacidad que tiene una 

sustancia para neutralizar radicales libres, una propiedad importante de un antioxidante. 

 

Las mediciones mostraron que 15 µg/mL de la fracción de CH3CN presentan una actividad 

antioxidante de 5.15 µg de AAE/100 g de masa seca a 517 nm (Figura 14A) y de 4.34 µg de 

AAE/100 g de masa seca a 550 nm (Figura 14B). La fracción de CH3CN presentó un 

porcentaje de inhibición a 517 nm de 18.75% y de 16.92% a 550 nm con una concentración 

de 15 µg/mL. De acuerdo con estos resultados, la fracción de CH3CN contiene moléculas 

con actividad antioxidante. Sin embargo, la actividad es menor en comparación con el ácido 

ascórbico. La baja actividad que se observa puede deberse a que las moléculas antioxidantes 

se encuentren en una baja concentración, tomando en cuenta que esta fracción no está pura y 

contiene una gran cantidad de compuestos que podrían interferir con la actividad. Hassan y 

colaboradores midieron la actividad antioxidante de fracciones de diferentes disolventes 

provenientes del extracto etanólico de los tallos de la planta Ficus platyphylla. Haciendo una 

comparación con sus resultados, la fracción de CH3CN a una concentración de 15 µg/mL 

tiene una actividad similar a la actividad de 20 mg/mL de su fracción de acetato de etilo (88). 

Esta fue la menor concentración que ellos probaron, por lo que la fracción de CH3CN tiene 

una actividad similar y, probablemente, si se aumentara la concentración, se observaría un 

mayor efecto antioxidante. En plantas, los flavonoides e isoprenoides son parte de las 

moléculas que presentan actividad antioxidante. Tomando en cuenta la polaridad de los 

disolventes utilizados para la obtención de la fracción, no parece que haya un alto contenido 

de flavonoides en la fracción y la actividad podría deberse a algún isoprenoide. 



Figura 14. Disminución de la concentración del radical DPPH en presencia de ácido ascórbico, determinado a 

A) 517 nm y B) 550 nm. El punto rojo representa la actividad antioxidante de 0.5 mL de la fracción de 

CH3CN. Los valores son medias ± el error de cinco experimentos independientes.

6.3. Determinación del contenido fenólico total de la fracción de CH3CN de tallos de P. 

subpeltata

Mediante este ensayo se determinó que en una concentración de 60 µg/mL de la fracción de 

CH3CN hay una concentración de 15.16 µg de GAE/100 g de masa seca; mientras que en 80 

µg/mL de la fracción hay 44.12 µg de GAE/100 g de masa seca (Figura 15). En comparación 

con el ácido gálico, la fracción activa de CH3CN tiene menor contenido de fenoles.  



 

Figura 15. Aumento de la absorbancia resultado de la reacción del reactivo de Folin-Ciocalteu con el ácido 

gálico. Los puntos rojos representan la concentración de fenoles en 60 µg/mL y 80 µg/mL de la fracción de 

CH3CN. Los valores son medias ± el error de cuatro experimentos independientes.  

 

6.4. Ensayo biodirigido: Purificación y viabilidad celular. 

La fracción de CH3CN con un tratamiento de 200 µg/mL durante 24 horas presentó un 

porcentaje de inhibición de viabilidad de 3.41% en células MDA-MB-231 y de 25.77% en 

las MCF-7. Estos resultados concuerdan con los antecedentes donde presentó mayor 

actividad de inhibición de viabilidad en comparación con la fracción de hexano (obtenidos 

de la extracción CH3CN/hexano) (Figura 17). Previamente, se determinó que la IC50 de la 

fracción de CH3CN es de 470 µg/mL (Datos no publicados), por lo que tiene sentido que, al 

utilizar una concentración menor, tenga menor efecto sobre la viabilidad. 

 

De la primera cromatografía por columna se obtuvieron 20 fracciones de diferente polaridad 

conformadas por diferentes compuestos. Las fracciones 1 y 18 se descartaron debido a que 

no solubilizaron en el vehículo. Cuando las fracciones con mayor actividad se sometieron a 

cromatografía en capa fina, se observaron compuestos de color verde y amarillo (Figura 

16A), así como compuestos con fluorescencia de color rosa al observarse bajo luz UV (365 

nm) (Figura 16C), coloración similar a la reportada por Sun y colaboradores para 



compuestos fenólicos (89). La presencia de este tipo de compuestos se corroboro al ser 

revelados con Folin-Ciocalteu, sin embargo, estas bandas no fueron visibles al utilizar FeCl3 

(Tabla 3). 

 

 

Figura 16. Cromatografía en capa fina de las fracciones 14 a 19 (de izquierda a derecha) con una fase móvil 

6:4 hexano/acetato de etilo A) bajo luz visible, B) 245 nm, C) 365 nm. 

 

En las células MDA-MB-231, el tratamiento con las fracciones 15, 16, 17 y 19 presentaron 

los mayores porcentajes de inhibición de viabilidad con 63.61%, 49.46%, 73.07% y 59.82% 

respectivamente (Figura 17A).  Por otro lado, las células MCF-7 fueron más sensibles al 

tratamiento con las fracciones medianamente polares. Las fracciones 12, 14, 15, 16, 17 y 19 

presentaron los mayores porcentajes de inhibición de viabilidad con 52.4%, 50.18%, 68.48%, 

71.65%, 82.5% y 51.86%, respectivamente (Figura 17B). Estos resultados tienen sentido 

debido a que las líneas celulares empleadas presentan sobreexpresión del canal Kv10.1. 

Ambas líneas tienen una proporción similar de la proteína, pero las MCF-7 tienen una mayor 

expresión del ARNm (52). Por lo tanto, los compuestos dentro de la fracción podrían estar 

regulando el canal. Las demás fracciones presentaron una actividad menor a la del vehículo, 

por lo que fueron descartadas. Aquellos que presentaron una viabilidad mayor al 60%, 

también fueron descartados debido a la poca actividad que presentaron. Se decidió continuar 

purificando la fracción 17 debido a que fue la que presentó mayor actividad en ambas líneas 

celulares. Se obtuvieron 476.7 mg de esta fracción, con un rendimiento del 10.1%. La IC50 

de la fracción 17 en MDA-MB-231 fue de 87.27±2.6 µg/mL (Figura 18A) y en MCF-7 fue 

de 104.76±6.9 µg/mL (Figura 18B). 

 



 

Figura 17. Exploración de las fracciones a 200 µg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.  Los 

valores son medias ± el error de dos experimentos independientes. Cada medición se realizó por 

cuadruplicado. Las diferencias estadísticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola vía 

comparando contra el vehículo seguida de una prueba de Dunnett; .

 



 

Figura 18. Curva dosis-respuesta de la fracción 17 de la fracción de CH3CN.  Los valores son medias ± el 

error de tres experimentos independientes. Cada medición se realizó por cuadruplicado. El cálculo se realizó 

mediante una regresión no lineal. A) Células MDA-MB-231. B) Células MCF-7. 

 

La fracción 17 se separó mediante cromatografía por columna obteniendo 8 fracciones 

primarias (I  VIII). En la cromatografía en capa fina se observó que seguían teniendo varios 

compuestos. Los compuestos presentes en las fracciones primarias I a IV solamente se 

observaron bajo la luz UV, mientras que las fracciones V a VII tenían compuestos que se 

observaron bajo la luz visible y otros que se observaron bajo la luz UV (Figura 19). La 

fracción primaria VIII era un compuesto polar que precipitó con hexano y se separó por 

filtración antes de realizar la cromatografía por columna. Estas subfracciones también 

presentaron fluorescencia rosa a 365 nm (Figura 19C). En función de la fracción 17, de la 

fracción primaria V se obtuvieron 71.3 mg con un rendimiento del 15% y de la fracción 

primaria VII se obtuvieron 88 mg con un rendimiento del 18.5%. 

 

 



 

Figura 19. Cromatografía en capa fina de las fracciones primarias I a VIII (de izquierda a derecha; C es la 

fracción 17) con una fase móvil 7:3 hexano/acetato de etilo A) bajo luz visible, B) 245 nm, C) 365 nm. 

 

Las fracciones primarias V y VII presentaron mayor actividad en ambas líneas celulares. En 

las MDA-MB-231 tuvieron un porcentaje de inhibición de viabilidad de 66.5% y 65.8%, 

mientras que en las MCF-7 los porcentajes fueron del 78.36% y 84.42%, respectivamente 

(Figura 20). Las células MCF-7 fueron más sensibles al tratamiento en comparación con las 

MDA-MB-231. Las demás subfracciones presentaron una actividad menor, por lo que fueron 

descartadas. Se continuó purificando V y VII debido a que presentaron mayor actividad en 

ambas líneas celulares.  

 

 

Figura 20. Exploración de las fracciones primarias a 200 µg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.  

Los valores son medias ± el error de dos experimentos independientes. Cada medición se realizó por 

cuadruplicado. Las diferencias estadísticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola vía 

comparando contra el vehículo seguida de una prueba de Dunnett; .



En la cromatografía en columna de la fracción primaria V se recuperaron 3 fracciones 

secundarias (V.A, V.B y V.C) (Figura 21A). Se obtuvieron 37.2 mg de la fracción secundaria 

V.A para un rendimiento de 52.2% respecto a la fracción primaria V, de V.B se obtuvieron 

12.4 mg para un rendimiento del 17.4% respecto a la fracción primaria V y de V.C se 

obtuvieron 21.7 mg con un rendimiento del 20.4% respecto a la fracción primaria V. La 

fracción primaria VII se separó mediante filtración debido a que uno de los compuestos 

precipitó al agregar hexano (Figura 21B), de manera que se recuperaron dos fracciones 

secundarias (VII.A; precipitado y VII.B). De VII.A se obtuvieron 55 mg con un rendimiento 

del 62.5% respecto a la fracción primaria VII y de VII.B se obtuvieron 33 mg con un 

rendimiento del 37.5% respecto a la fracción primaria VII.

Figura 21. Fracciones secundarias. A) Fracciones V.A y V.B llevadas a sequedad, B) fracción VII disuelta en 

hexano, se observa el precipitado de VII.A.

Se realizaron las pruebas de viabilidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 donde la fracción

secundaria V.A presentó mayor actividad, con porcentajes de inhibición de viabilidad de 

85.1% y 80.97%, respectivamente (Figura 22). La fracción secundaria VII.B tuvo un 

porcentaje de inhibición de viabilidad de 23.72% en MDA-MB-231 y 70.93% en MCF-7. 

Estos resultados implican que ambas fracciones secundarias, VII.A y VII.B, tienen mayor 

actividad al estar juntas, probablemente debido a que algunos de los metabolitos tengan un 

efecto sinérgico. Teniendo en cuenta estos resultados, se continuó purificando la fracción 

secundaria V.A, debido a que presentó mayor actividad en ambas líneas celulares. 



Figura 22. Exploración de las fracciones secundarias a 200 µg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.  

Los valores son medias ± el error de dos experimentos independientes. Cada medición se realizó por 

cuadruplicado. Las diferencias estadísticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola vía 

comparando contra el vehículo seguida de una prueba de Dunnett; .

Las fracciones que presentaron menor actividad fueron descartadas. La IC50 de la fracción 

secundaria V.A en MDA-MB-231 fue de 86.84±11.7 µg/mL (Figura 23A) y en MCF-7 fue 

de 69.42±1 µg/mL (Figura 23B). 

 

 

Figura 23. Curva dosis-respuesta de la fracción secundaria V.A.  Los valores son medias ± el error de tres 

experimentos independientes. Cada medición se realizó por cuadruplicado. El cálculo se realizó mediante una 

regresión no lineal. A) Células MDA-MB-231. B) Células MCF-7. 



Al realizar cromatografía en capa fina de la fracción secundaria V.A usando CH2Cl2 como 

fase móvil, se observó la presencia de aproximadamente 4 compuestos (Figura 24A). Esta 

fracción fue disuelta en hexano y se observó que uno de los compuestos presentes comenzó 

a precipitar y cristalizar; esa fracción se separó mediante filtración (fracción terciaria V.A.C). 

El resto de las fracciones se separaron mediante cromatografía en placa preparativa, donde 

se obtuvieron 3 fracciones terciarias: V.A.0, V.A.1 y V.A.2; estas últimas dos presentaron 

coloración azul y verde, respectivamente (Figura 24B). Mediante capa fina se observó que 

las fracciones V.A.0 y V.A.1 solo mostraron una banda, mientras que V.A.2 tenía rastros de 

V.A.0 (Figura 24C). También presentaron fluorescencia a 365 nm. De la fracción V.A.0 se 

obtuvieron 17.6 mg con un rendimiento del 47.3%; de V.A.1 se obtuvieron 5.5 mg con un 

rendimiento del 14.8% y de V.A.2 se obtuvieron 11.5 mg con un rendimiento del 31%. Los 

rendimientos se calcularon con respecto a la fracción secundaria V.A. 

 

 

Figura 24. Fracciones terciarias. A) Cromatografía en capa fina de la fracción secundaria V.A usando como 

fase móvil diclorometano (CH2Cl2). B) Fracciones V.A.2 y V.A.1 (de izquierda a derecha). C) Cromatografía 

en capa fina de las fracciones (izquierda a derecha) V.A.0, V.A.1 y V.A.2. V es V.A. 

 

La fracción terciaria V.A.C no tuvo actividad en ninguna de las líneas celulares. La fracción 

V.A.0 tuvo un porcentaje de inhibición de viabilidad del 48% en células MDA-MB-231 y 

56.47% en MCF-7. La fracción V.A.1 presentó porcentajes de 34.65% y 70.03%, 

respectivamente. Finalmente, V.A.2 fue la que presentó mayor actividad con un porcentaje 



de inhibición de viabilidad en células MDA-MB-231 del 72.18% y de 84.93% en células 

MCF-7. Al igual que en los pasos de purificación anteriores, las células MCF-7 fueron más 

sensibles al tratamiento en comparación con las células MDA-MB-231 (Figura 25). Debido 

a la actividad y pureza relativa observada de la fracción terciaria V.A.2, se decidió calcular 

su IC50 y caracterizarla. 

 

 

Figura 25. Exploración de las fracciones terciarias a 200 µg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.  

Los valores son medias ± el error de dos experimentos independientes. Cada medición se realizó por 

cuadruplicado. Las diferencias estadísticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola vía 

comparando contra el vehículo seguida de una prueba de Dunnett; .

 

La IC50 de la fracción terciaria V.A.2 en MDA-MB-231 fue de 100.43±7.5 µg/mL (Figura 

26A) y en MCF-7 fue de 66.1±4.5 µg/mL (Figura 26B). En ambas líneas celulares, presentó 

la misma eficacia, sin embargo, fue más potente en las MCF-7. 

 



 

Figura 26. Curva dosis-respuesta de la fracción terciaria V.A.2 en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7. 

Los valores son medias ± el error de cuatro experimentos independientes. Cada medición se realizó por 

cuadruplicado. El cálculo se realizó mediante una regresión no lineal. 

 

6.5. Comparación de las IC50 de las fracciones activas 

En la Tabla 2 se muestra un resumen de los valores de IC50 de las fracciones activas. La 

fracción 17 es más potente en las células MDA-MB-231, ya que presenta un valor más bajo 

de IC50 en comparación con las células MCF-7. Sin embargo, la fracción 17 fue más efectiva 

en las células MCF-7. Lo contrario pasó en la fracción secundaria V.A, que fue más potente 

en las células MCF-7 y más eficaz en células MDA-MB-231. Este efecto se mantuvo en la 

fracción terciaria V.A.2 que también fue más potente y efectiva en las células MCF-7. Se 

determinó que las células MCF-7 son más susceptibles a las fracciones activas, sin embargo, 

en ambas líneas la efectividad es similar.  

 

 

 

 

 



Tabla 2. IC50 e inhibición máxima calculadas experimentalmente de las fracciones activas en las líneas 

celulares MDA-MB-231 y MCF-7. 

Fracción/Compuesto 

MDA-MB-231 MCF-7 

IC50 (µg/mL) 
Inhibición 

máxima (%) 
IC50 (µg/mL) 

Inhibición 

máxima (%) 

Fracción 17 87.27±2.6 73.07±2.16 104.76±6.9 82.5±2.97 

Fracción V.A 86.84±11.7 85.1±0.67 69.42±1 80.97±3.74 

Fracción V.A.2 100.43±7.5 72.18±10.44 66.1±4.5 84.96±2.17 

Perfenazina 13.78±3.2 88.05±2.57 12.5±3.4 86.7±3.49 

 

En ambas líneas, la perfenazina tuvo un efecto más potente que las fracciones; la efectividad 

en ambas líneas celulares fue similar a la de las fracciones de P. subpeltata. La perfenazina 

es un fármaco antipsicótico derivado de la fenotiazina, antagonista de receptores de dopamina 

y del receptor H1 (90, 91). Se utilizó este fármaco como control debido a que es capaz de 

bloquear canales Kv11.1 (hERG) e inhibir su corriente (92). Estos canales pertenecen a la 

misma familia que los canales Kv10.1, de manera que tienen estructuras similares haciendo 

que ambos tengan afinidad por los mismos compuestos. Además, Wang y colaboradores 

observaron que otro fármaco perteneciente a las fenotiazinas, la clorpromazina, es capaz de 

unirse al dominio PAS de los canales Kv10.1 e inhibir la corriente de estos (93). Así, la 

perfenazina también podría regular la parte intracelular del canal Kv10.1. 

 

Sin embargo, también se ha demostrado que los receptores H1 juegan un rol importante en el 

cáncer de mama. En carcinomas mamarios experimentales, la histamina funciona como 

factor de crecimiento autocrino que al unirse al receptor H1 promueve proliferación (95). La 

histamina también promueve invasión, migración y angiogénesis (95). Los antagonistas del 

receptor H1 tienen efectos inhibitorios en líneas celulares de cáncer de mama. Ejemplos son 

la clorfenamina y la difenhidramina que reducen proliferación e inducen apoptosis en células 

MDA-MB-231 y MCF-7 (95). Por otro lado, los receptores de dopamina también están 

implicados en procesos de invasión y proliferación. Las fenotiazinas como antagonistas de 

receptores D2R, son capaces de inhibir viabilidad celular, inducir apoptosis y provocar el 



arresto del ciclo celular (96). Otros antagonistas de D2R, el haloperidol y la pimozida reducen 

viabilidad celular y clonogenicidad (capacidad de células tumorales para proliferar y formar 

colonias) en adenocarcinoma mamario (97). Estos efectos sobre otros receptores explicarían 

por qué la perfenazina es más potente que las fracciones. No solamente estaría modulando la 

actividad del canal Kv10.1, sino también la actividad de receptores H1 y receptores de 

dopamina, provocando un posible efecto sinérgico de potenciación que disminuya 

rápidamente la viabilidad de las células a bajas concentraciones. Sin embargo, se debe tomar 

en cuenta que las fracciones activas podrían no necesariamente tener efecto solamente en los 

canales y también podrían contener moléculas que tengan efectos en otros receptores.  La 

IC50 de la perfenazina en MDA-MB-231 fue de 13.78±3.2 µg/mL (Figura 27A) y en MCF-

7 fue de 12.5±3.4 µg/mL (Figura 27B). En ambas líneas celulares, la perfenazina tuvo un 

efecto más potente que todas las fracciones. 

 

 

Figura 27. Curva dosis-respuesta de la perfenazina en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7. Los valores 

son medias ± el error de tres experimentos independientes. Cada medición se realizó por cuadruplicado. El 

cálculo se realizó mediante una regresión no lineal 

 

 

6.6. Viabilidad celular en presencia de TEA-Cl 

Para intentar observar un efecto más cercano al esperado en canales iónicos, se utilizó como 

control TEA-Cl. El TEA-Cl es una sal cuaternaria de amonio que se utiliza para bloquear 



canales de K+. Dada su naturaleza iónica, es impermeable a membranas biológicas y actúa 

en la parte externa de las células (98). Bloquea los canales de K+ al actuar como análogo de 

K+ durante la deshidratación del ion, uniéndose cerca del filtro de selectividad (99). De 

acuerdo con Choi y colaboradores, el TEA-Cl a una concentración 30 mM (3.29 mg/mL) 

bloquea la corriente de cola de los canales Kv11.1 un 36±4% (100). Dado que los canales 

Kv11.1 son homólogos a los Kv10.1, se utilizó esa concentración. 

 

Los resultados muestran que el TEA-Cl 30 mM inhibe un 28% la viabilidad en células MDA-

MB-231 (Figura 28A) y 23% las células MCF-7 (Figura 28B). En las células MDA-MB-

231, la perfenazina tuvo un porcentaje de inhibición de viabilidad de 50.26% y al probarlo 

en combinación con el TEA-Cl, aumentó hasta 79%. En las células MCF-7 hubo un efecto 

similar donde la perfenazina tuvo un porcentaje de 58% y en combinación con el TEA-Cl del 

80.2%. Esto muestra un posible efecto sinérgico entre ambos. Como se mencionó 

previamente, la perfenazina podría regular los dominios intracelulares del canal Kv10.1; sin 

embargo, el efecto no es selectivo por lo que se necesitan los estudios de electrofisiología 

para concluir que la inhibición de la viabilidad es debido a la regulación intra y extracelular.  

 

En la línea MDA-MB-231, la fracción 17 tuvo un porcentaje de inhibición de viabilidad del 

47.3 y al agregar TEA-Cl el porcentaje fue de 78.97; la fracción V.A tuvo un porcentaje de 

42.78 y 61.58 junto con el TEA-Cl. La fracción terciaria V.A.2 tuvo un porcentaje de 49.06, 

el cual aumentó hasta 68.38 al estar en combinación con el TEA-Cl (Figura 28A). En las 

células MCF-7, las fracciones 17 y V.A tuvieron un porcentaje de inhibición de viabilidad 

de 38.18 y 49.15, respectivamente; al agregar el TEA-Cl, los porcentajes fueron de 75.46 y 

65.26. La fracción terciaria V.A.2 presentó un porcentaje de 54.06 y de 62.72 al agregar el 

compuesto junto con el TEA-Cl (Figura 28B). En ambas líneas celulares se observa que el 

tratamiento con las fracciones más el TEA-Cl reduce la viabilidad en comparación con el 

tratamiento solamente con las fracciones, mostrando un efecto similar al de la perfenazina. 

Las fracciones podrían estar regulando la actividad de los canales, sin embargo, el TEA-Cl 

es un bloqueador general de Kv, por lo que podría haber regulación en otros canales y no 



específicamente en Kv10.1. De igual forma, las fracciones activas podrían tener algún efecto 

en otras vías de señalización, provocando un efecto sinérgico con el TEA-Cl. Sería necesario 

elucidar los compuestos presentes en las fracciones y su mecanismo de acción para poder 

concluir de qué forma están provocando el efecto citotóxico. 

 

 

Figura 28. Viabilidad celular de la fracción 17, la fracción secundaria V.A y la fracción terciaria V.A.2 con y 

sin presencia de TEA-Cl en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7. Los valores son medias ± el error de tres 

experimentos independientes. Cada medición se realizó por cuadruplicado. Las diferencias estadísticas se 

determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola vía comparando contra el vehículo seguida de 

una prueba de Dunnett; C: control.  

 

6.7. Análisis fitoquímico cualitativo de las fracciones activas de la fracción CH3CN de 

tallos de P. subpeltata 

Mediante el uso de diferentes reveladores químicos se realizó un análisis cualitativo de los 

posibles compuestos presentes en cada fracción o los grupos funcionales presentes en los 

compuestos (Tabla 3). Solamente las fracciones terciarias no revelaron con yodo (Y), el cual 

indica la presencia de compuestos insaturados o compuestos aromáticos (101). Prácticamente 

todos revelaron con ácido fosfomolíbdico (AF), revelador que indica la presencia de ácidos 

grasos insaturados y compuestos con carbonilos (102). El extracto de metanol, las fracciones 

de la primera extracción líquido-líquido de flujo continuo, la fracción de CH3CN, la fracción 



17 y la fracción terciaria V.A.2 revelaron con FeCl3, compuesto que reacciona con fenoles 

(103). Ninguno reveló con verde de bromocresol, indicando la ausencia de ácidos 

carboxílicos (104). Solamente el extracto de metanol y las fracciones obtenidas durante el 

proceso de extracción revelaron con ninhidrina (NH), que indica la presencia de aminoácidos 

o aminas en los extractos (102). El extracto y las fracciones 14 a 19 dieron un resultado 

positivo para el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), el cual también indica la presencia de 

fenoles (104). Todos revelaron con H2SO4 al 20% (104). Todos excepto la fracción de 

metanol revelaron con vainillina (V), indicando la presencia de alcoholes o fenoles (104). 

Finalmente, ninguno reveló con el reactivo de Dragendorff (D), de manera que no hay 

alcaloides (102). Con estos resultados se puede determinar que la fracción terciaria V.A.2 

contiene moléculas como ácidos grasos y compuestos con grupos funcionales como 

alcoholes, fenoles, aminas, grupos sensibles a oxidación y carbonilos.  

 

Tabla 3. Análisis cualitativo mediante cromatografía de capa fina de las fracciones activas, utilizando 

diferentes reveladores químicos.

 

a: extracción líquido-líquido de flujo continuo hexano/metanol; b: extracción líquido-líquido de flujo continuo hexano/CH3CN. 



6.8. Espectroscopía de FT-IR 

La espectroscopía de infrarrojo permitió identificar los grupos funcionales presentes en las 

moléculas activas analizando las vibraciones características de los enlaces covalentes 

presentes en ella. En el espectro de la fracción terciaria V.A.2 se observa una señal ancha y 

fuerte de un alcohol en 3388.87 cm-1; dos señales de carbonos con hibridación sp3 entre 2800 

y 3000 cm-1; y una señal intensa de un carbonilo de cetona en 1711.95 cm-1 (Figura 29). No 

se observaron sobretonos característicos de anillos aromáticos. 

 

 

Figura 29. Espectro de infrarrojo de la fracción terciaria V.A.2, obtenido mediante ATR 

 

Analizando la fracción terciaria V.A.2, se observó que contenía una impureza proveniente de 

los disolventes utilizados en la extracción. Después de que se purificó la muestra utilizando 

disolventes destilados, se obtuvo otro espectro de infrarrojo con KBr. En el espectro se 

observa una señal ancha y fuerte de alcohol en 3447.03 cm-1; dos señales de carbonos con 



hibridación sp3 en 2921 y 2858 cm-1. Cerca de la señal de 2858 cm-1 se observa una banda de 

mediana intensidad que podría corresponder a la absorción C-H del grupo aldehído (105). La 

señal del carbonilo intensa se perdió y se ve una señal débil en 1731.67 cm-1, la cual podría 

ser de una cetona o un aldehído. Al igual que en los otros espectros, no hay señales de 

sobretonos de anillos aromáticos; esto es interesante porque en los resultados de RMN 1H, se 

observan posibles señales de carbonos aromáticos alrededor de 7 ppm. Comparando con los 

resultados de RMN 1H, la banda en 1731 cm-1 podría pertenecer a un carbonilo de aldehído 

ya que se observa una señal aproximadamente en 9.5 ppm, a pesar de que en el IR la señal es 

débil podría corresponder. La señal pequeña aproximadamente en 1626 cm-1 podría indicar 

la presencia de carbonos sp2 (Figura 30).  

 

Figura 30. Espectro de FT-IR de la fracción terciaria V.A.2, obtenido con KBr. 

 

6.9. Resonancia magnética nuclear de 1H 

Este tipo de técnica indica el tipo y número de hidrógenos presentes en una molécula. Los 

valores de desplazamiento químico brindan información del entorno químico de los núcleos, 

de manera que se puede correlacionar con los grupos funcionales. En el espectro de RMN de 



1H se observó que la fracción terciaria V.A.2 es una mezcla de diferentes compuestos, a pesar 

de verse solo uno en la cromatografía de capa fina (Figura 31). En 9.39 y 9.52 ppm se 

observan dos señales que podrían ser atribuidas a aldehídos. Se observan señales de un 

posible protón correspondiente a un anillo aromático disustituido en para entre 7.53 y 7.69 

ppm. Las señales entre 6.17 y 6.27 ppm podrían deberse a un sistema alílico o vinílico. Las 

señales entre 5.1 y 5.3 ppm podrían indicar la presencia de un -CH2 con hidrógenos 

diastereotópicos. Entre 3 y 4.5 ppm hay varias señales de las cuales alguna podría indicar la 

presencia de grupos metilenos unidos a grupos hidroxilo o aminas. Finalmente, entre 0.8 y 

2.5 ppm hay una gran cantidad de señales pertenecientes a carbonos saturados. Dentro de 

estas señales podría haber algunas que correspondan a algún residuo que haya quedado de la 

impureza de los disolventes. Las señales de algunos grupos funcionales concuerdan con las 

observadas en el espectro de infrarrojo. 

  



Figura 31. Espectro de RMN 1H de la fracción terciaria V.A.2, en CDCl3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. CONCLUSIONES 

Se optimizó el tiempo y recursos en la obtención de la fracción activa de CH3CN a partir del 

extracto metanólico de P. subpeltata. El método de extracción se redujo de 3 meses a una 

semana. 

  

La fracción de CH3CN contiene moléculas con actividad antioxidante, sin embargo, no es 

alta en comparación con el ácido ascórbico. Esta actividad posiblemente sea atribuida a la 

presencia de isoprenoides.  

 

Se determinó que la fracción de CH3CN contiene compuestos fenólicos mediante la reacción 

con el reactivo de Folin-Ciocalteu, los cuales son responsables de la actividad antioxidante. 

  

Con el ensayo biodirigido se logró identificar una fracción terciaria (V.A.2) con una actividad 

citotóxica alta. El método de purificación de esa fracción se estandarizó, disminuyendo 

tiempo y recursos.  

 

En ambas líneas celulares, la fracción terciaria V.A.2 presentó la mayor disminución de 

viabilidad celular. Esta fracción fue más efectiva y potente en las células MCF-7 en 

comparación con las MDA-MB-231. La perfenazina presentó mayor potencia en 

comparación con las fracciones activas. Esto puede ser debido a que la molécula está pura y 

ejerce efectos citotóxicos en otros receptores celulares. Tomando esto en cuenta y que la 

fracción V.A.2 es una mezcla de diferentes compuestos, necesariamente podría tener un 

efecto solamente en canales, sino que podría activar otras vías de señalización.  

  

Utilizando el bloqueador de Kv, TEA-Cl en un ensayo de viabilidad se observó que el 

tratamiento combinado con las fracciones activas, comprometen más la viabilidad de las 

células en comparación con el tratamiento solo con las fracciones. Esto probablemente se 

deba a que algún compuesto en las fracciones posiblemente interactúe con algún canal Kv 

(no necesariamente Kv10.1). Sin embargo, se necesitarían estudios de Patch Clamp para 

corroborarlo.     

  



El análisis fitoquímico y la caracterización espectroscópica permitió identificar que dentro 

de la fracción terciaria hay presencia de ácidos grasos, compuestos con carbonilos, fenoles, 

alcoholes, grupos susceptibles a oxidación y posiblemente aminas; así como la ausencia de 

ácidos carboxílicos, aminoácidos y alcaloides. Tomando en cuenta la polaridad de los 

disolventes utilizados para la purificación de la fracción V.A.2, probablemente contenga 

isoprenoides como carotenoides.  

  

Se cumplieron los objetivos establecidos, sin embargo, no se logró la caracterización 

estructural de los componentes que conformaron la fracción activa, pero se identificó y 

optimizó la extracción y purificación de los componentes activos. Cabe mencionar que este 

es uno de los primeros trabajos que relaciona los metabolitos pertenecientes al género 

Passiflora con actividad anticancerígena y a los canales iónicos como posibles blancos 

farmacológicos para el tratamiento de esta afección. 

 

 

8. PERSPECTIVAS 

Es necesario hacer otros estudios para cotejar los resultados obtenidos en este trabajo. En 

cuanto a la actividad antioxidante, será necesario probar la fracción de CH3CN a 

concentraciones más altas (entre 10 y 120 mg/mL) para poder observar mejor el efecto de 

reducción del DPPH. Este experimento junto con la determinación del contenido fenólico 

total también se podría realizar con las fracciones y subfracciones activas. 

 

Las fracciones poseen actividad de inhibición de viabilidad en células de cáncer de mama de 

dos tipos diferentes (triple negativo y luminal A); sin embargo, es necesario realizar estudios 

de viabilidad en una línea celular de mama que no sea tumoral, como MCF10A y determinar 

el efecto citotóxico en células no tumorales. 

 



Tomando en cuenta que los canales Kv relacionados con cáncer se expresan en otros tipos 

como hígado, retinoblastoma, leucemia mieloide aguda (106), cervical, colon, pulmón, 

próstata y glioblastoma; también se podrían probar las fracciones en otras líneas celulares de 

otros tipos de cáncer (47).  

 

El ensayo con el TEA-Cl se podría realizar en otras líneas celulares de mama que no tengan 

una sobreexpresión de Kv10.1, como MCF10A (107), HMEC o hTERT (52). Si el 

mecanismo fuera mediante la regulación de estos canales, el tratamiento con TEA-Cl y la 

fracción terciaria activa no tendría efecto o tendría un efecto menor en estas células en 

comparación con las MCF-7 y MDA-MB-231 que tienen mayor expresión del canal. 

 

En cuanto a los canales, es necesario hacer experimentos de Patch Clamp para comprobar 

que el efecto citotóxico esté relacionado con la modulación de la corriente de canales Kv y 

en particular Kv10.1. Con estos ensayos se podría ver si las subfracciones tienen algún efecto 

regulatorio en la cinética de apertura o de cierre del canal. 

 

Mediante citometría de flujo o fluorescencia utilizando anexina V y yoduro de propidio, se 

podría determinar si las células entran en apoptosis, necrosis o si se mantienen en un estado 

senescente. Este último se podría medir con una tinción para -galactosidasa a pH 6 (108). 

Otras opciones para medir apoptosis podrían ser utilizar un kit de ELISA para cuantificar 

bromodesoxiuridina o un ensayo para observar la fragmentación del ADN en un gel de 

agarosa (109). 

 

En la parte de caracterización, sería ideal realizar un análisis mediante HPLC para determinar 

cuántos compuestos conforman la fracción terciaria V.A.2. También se podría analizar la 

fracción activa mediante cromatografía acoplada a un espectrómetro de masas, para poder 

identificar los metabolitos que conforman mezcla de compuestos. 
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