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RESUMEN 

El cáncer gástrico es diagnosticado tardíamente o se presenta recurrencia dentro de los 

5 años postcirugía. Las recidivas y metástasis tienen como uno de los principales 

responsables a las células madre cancerosas (CSC). Por lo tanto, el objetivo del 

presente estudio fue evaluar el efecto citotóxico de las fracciones cromatográficas del 

extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum (eDSBCl) sobre CSC de la 

línea celular de adenocarcinoma gástrico AGS. Se obtuvieron 11 fracciones por 

cromatografía en columna y se realizó una evaluación preliminar de la citotoxicidad 

mediante la técnica de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) de 

las cuales se escogieron las fracciones cromatográficas F50 y F52 para hallar la 

respectiva concentración Inhibitoria del 50 % del crecimiento celular (IC50). Las IC50 de 

F50 y F52 en las CSC de AGS fue de 25.96 ± 3.0 µg/mL y 33.54 ± 8.8 µg/mL a las 24h 

de exposición, respectivamente. En conclusión, las fracciones cromatográficas F50 y 

F52 del extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum presentan efecto 

citotóxico sobre las células madre cancerosas aisladas de la línea celular AGS. Es 

necesario realizar más estudios que permitan dilucidar las estructuras químicas de los 

compuestos presentes en las fracciones cromatográficas. 

Palabras claves: Células madre cancerosas, cáncer gástrico, Dracontium spruceanum, 

fracciones cromatográficas, línea celular AGS, citotoxicidad. 
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ABSTRACT  

Gastric cancer is diagnosed late or recurrence occurs within 5 years after surgery. 

Recurrences and metastases have cancer stem cells (CSC) as one of the main culprits. 

Therefore, the objective of the present study was to evaluate the cytotoxic effect of the 

chromatographic fractions of the chloroform extract of the bulb of Dracontium 

spruceanum (eDSBCl) on CSC of the gastric adenocarcinoma cell line AGS. Eleven 

fractions were obtained by column chromatography and a preliminary evaluation of 

cytotoxicity was carried out using the MTT technique, from which the chromatographic 

fractions F50 and F52 were chosen to find the respective Inhibitory concentration of 50% 

of cell growth (IC50). The IC50 of F50 and F52 in the CSC of AGS was 25.96 ± 3.0 µg/mL 

and 33.54 ± 8.8 µg/mL at 24h of exposure, respectively. In conclusion, the 

chromatographic fractions of the chloroform extract of the bulb of Dracontium 

spruceanum have a cytotoxic effect on cancer stem cells isolated from the AGS cell line. 

More studies are needed to elucidate the chemical structures of the compounds present 

in the chromatographic fractions. 

Keywords: Cancer stem cells, gastric cancer, Dracontium spruceanum, chromatographic 

fractions, AGS cell line, cytotoxicity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cáncer gástrico representa un importante problema de salud pública. A nivel mundial 

es el quinto en incidencia y cuarto en mortalidad (Sung et al., 2021). En el Perú, es la 

primera causa de muerte por cáncer, siendo en los varones el segundo cáncer más 

común y el tercero en mujeres (Sung et al., 2021). Además, debido a la falta de 

síntomas en estadios tempranos, esta enfermedad se detecta cuando el paciente 

presenta una condición avanzada momento en que los tratamientos solo son paliativos 

y prolongan la vida hasta un aproximado de 7 a 13 meses (Schütte et al., 2021). 

 

Las complicaciones del cáncer se debe en gran medida al tipo celular conocido como 

células madre cancerosas (CSC), que por su capacidad de autorrenovación, 

diferenciación, tumorigenicidad y  quimiorresistencia dan origen a las recidivas y 

metástasis (Zhang et al., 2017). Este tipo de células son identificadas, caracterizadas y 

aisladas mediante el estudio de marcadores de CSC. Así, las células que presentan 

dichos marcadores podrían servir como blanco para fármacos dirigidos que no dañen 

a las células sanas (Y. Fu et al., 2018).  

 

Durante siglos, las plantas medicinales han sido utilizadas por el ser humano para 

combatir diversas enfermedades, lo que ha permitido el descubrimiento de valiosos 

fármacos analgésicos (morfina), antihipertensivos (reserpina), antineoplásicos 

(vinblastina y taxol), entre otros (Kumar et al., 2015); por ello, en la actualidad aún se 

viene realizando estudios fitoquímicos de los compuestos de interés presentes en estas 

plantas, los cuales podrían ser ampliamente utilizados como tratamientos (Tello-Ceron 

et al., 2019). 

 

En el Perú, la investigación sobre plantas medicinales y la obtención de metabolitos con 

potencial biomédico, es aún incipiente y son pocos los laboratorios con la tecnología 
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necesaria para aislar compuestos químicos de estas plantas (Organización 

Panamericana de la Salud, 2018). Por tal motivo, ante la gran riqueza de recursos 

biológicos que posee el país, resulta necesaria la realización de investigaciones más 

profundas en esta área.  

Dracontium spruceanum ha sido utilizada como planta medicinal para la prevención y 

tratamiento de mordedura de serpientes (Collantes et al., 2011). Los estudios 

realizados sobre esta planta están enfocados en el análisis de compuestos químicos, 

sin embargo, pocos han probado su potencial anticancerígeno a nivel in vitro (Miranda, 

2019; Tapia, 2022).  

 

Por lo expuesto anteriormente, la presente tesis tuvo la finalidad de evaluar la actividad 

citotóxica de las fracciones cromatográficas del extracto clorofórmico del bulbo de 

Dracontium spruceanum sobre células madre cancerosas gástricas de la línea celular 

AGS. Esto permitirá ampliar nuestro conocimiento sobre la actividad biológica de los 

componentes químicos de esta planta.   
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Cáncer gástrico  

El cáncer gástrico es la quinta neoplasia maligna más diagnosticada a nivel mundial 

con más de 1 millón de casos nuevos al año; además debido a su estadio avanzado al 

momento del diagnóstico, la mortalidad es elevada y por ello es la cuarta causa de 

muerte por cáncer (Sung et al., 2021).  

Existen varios sistemas de clasificación para el cáncer gástrico, sin embargo, el más 

utilizado es la clasificación de Lauren, que diferencia histológicamente según criterios 

micro y macroscópicos en adenocarcinoma intestinal y de tipo difuso (Lauren, 1965); 

además se ha agregado un tercer tipo; el indeterminado o mixto (Hu et al., 2012). Se 

ha postulado que el primero se asocia con gastritis atrófica crónica y metaplasia 

intestinal, mientras que el segundo se origina en la mucosa gástrica normal (Sitarz et 

al., 2018).  

En el Perú, el cáncer gástrico está presente con una incidencia de 15.2 por cada 100 

000 habitantes, siendo la mortalidad elevada en comunidades de escasos recursos 

económicos (Sung et al., 2021). Mayormente es diagnosticado en el grupo etario de 

aproximadamente 62.96 ± 14.75 años; siendo el adenocarcinoma de tipo intestinal el 

más común (34%) seguido del adenocarcinoma de tipo difuso (18.7 %) (Tolentino y 

Ojeda, 2015).  

El pronóstico de vida de los pacientes diagnosticados con cáncer gástrico metastásico 

o no resecable sigue siendo malo y las terapias actuales extienden la supervivencia a 

4 meses con el mejor cuidado de apoyo (BSC, por sus siglas en inglés, Best supportive 

Care) o 12 meses con quimioterapias (Wagner et al., 2017). La terapia estándar de 

primera línea incluye quimioterapia con fluorouracilo (5FU) y agentes de platino, con la 

opción de agregar antraciclina o taxanos (Chan et al., 2019). En el cáncer gástrico con 

sobrexpresión del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Her2) la 
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adición de trastuzumab a la quimioterapia mostró una eficacia superior en comparación 

con la quimioterapia convencional (Shen et al., 2013). Recientemente se aprobaron 

otros tratamientos de segunda y tercera línea, incluido el anticuerpo del factor de 

crecimiento endotelial vascular, ramucirumab, con o sin paclitaxel (Hsu y Raufi, 2021) . 

2.2 Células madre cancerosas 

Los principales problemas que devienen con el cáncer son la metástasis, la 

quimiorresistencia y las recidivas, siendo las CSC una de las principales responsables 

de ocasionarlos (Dawood et al., 2014). Similarmente a las células madre normales, las 

CSC poseen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse, con lo que contribuyen a 

la generación de la heterogeneidad tumoral (Rossi et al., 2020). De tal manera que este 

tipo de células podrían ser consideradas como dianas para terapias dirigidas (Miyoshi 

et al., 2021). 

 Para la identificación de CSC se utilizan por lo general anticuerpos específicos para 

determinadas proteínas de membrana, lo que se conoce como marcadores de CSC 

(Abbaszadegan et al., 2017). Las primeras CSC que se identificaron provinieron de una 

leucemia mieloide aguda (LMA), donde células con el fenotipo CD34+CD38- fueron 

capaces de iniciar la LMA en ratones inmunodeficientes, pero no su contraparte 

CD34+CD38+ ni las CD34- (Bonnet y Dick, 1997). En cuanto a las CSC del cáncer 

gástrico, existen diferentes marcadores identificados tales como el grupo de 

diferenciación 44 (CD44), CD133, ALDH, CD166 y CD24, entre otros (Bekaii‐Saab y El‐
Rayes, 2017). De estos se ha observado que CD44 y ALDH son los más específicos 

para detectar y aislar células madre cancerosas gástricas (GCSC) tumorigénicas y 

quimiorresistentes (Nguyen et al., 2017). Por otro lado, las CSC CD133+ demuestran 

ser resistentes a las quimioterapias tradicionales (Zhang et al., 2011) y la 

sobreexpresión de este gen se relaciona con un mal pronóstico clínico (Chen et al., 

2016). 
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2.3 Marcador de membrana CD44 

La glicoproteína transmembrana CD44 reconoce al hialuronano, componente esencial 

de la matriz extracelular (MEC) y cumple un rol importante de adhesión celular (Thorne 

et al., 2020). Este fue el primer marcador que se identificó en CSC, y es comúnmente 

utilizado para el aislamiento de este tipo de células (Takaishi et al., 2009). 

Posteriormente se descubrieron variantes específicas de CD44 como CD44v6, 

CD44v9, además de otros marcadores como CD24, CD133, Lgr-5 y ALDH1 los cuales 

se asocian con parámetros clínico-patológicos del cáncer gástrico (Wakamatsu et al., 

2012). Notablemente, según un metaanálisis en el que se evaluó la asociación entre la 

expresión de marcadores de GCSC y los resultados clínicos, se sugiere que CD44 sería 

el único marcador vinculado a la diferenciación tumoral, es decir que participaría en la 

progresión de la malignidad del cáncer gástrico (Razmi et al., 2021).  

A nivel de laboratorio el fenotipo de células CD44+ provenientes de líneas celulares 

(MKN-45, MKN-74 y NCI-N87) fueron capaces de formar esferoides in vitro; además, 

de demostrar tumorigenicidad in vivo al ser inyectado por vía subcutánea o en la pared 

del estómago de ratones inmunodeficientes y formar tumores luego de 8-12 semanas, 

mientras que las células CD44- no lo hicieron (Takaishi et al., 2009). Otros autores 

evaluaron la formación de tumoresferas de CSC de líneas celulares de cáncer gástrico 

(HGC-27, MGC-803 y MKN-45), encontrando elevados niveles de expresión de CD44  

(Song et al., 2011). Por su parte, Yoon et al., (2014), demostraron que la eliminación 

del CD44 resultó en un incremento de la quimiosensibilidad.  

2.4 Plantas medicinales en el descubrimiento de fármacos anticancerígenos 

En el periodo de 1981 y finales de 2014, aproximadamente el 50% de los fármacos 

aprobados se obtuvieron directa o indirectamente de productos naturales (Newman y 

Cragg, 2016). De estos, destacan las plantas medicinales las cuales han sido utilizadas 
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por el ser humano a lo largo de miles de años para prevenir y tratar enfermedades 

(Süntar, 2020). El conocimiento tradicional sobre su colección, selección y métodos de 

preparación fue transmitido de manera verbal de generación en generación hasta el 

desarrollo de la escritura, la que permitió su mejor registro (Petrovska, 2012). 

Hasta el siglo XVIII, las formas más comunes de preparación de un medicamento fueron 

los tintes, tés, polvos, decocciones y otros; de los cuales se puede decir que ninguno 

cumple con la rigurosidad de los fármacos comercializados en la actualidad (Ogbonna 

et al., 2012). Gracias al avance de la química orgánica se pudo lograr la purificación y 

caracterización de diversos principios activos derivados de plantas medicinales 

(Choudhari et al., 2020).  

Diversos estudios han evaluado la capacidad anticancerígena de una extensa variedad 

de extractos de plantas medicinales (Khan et al., 2022). En otra investigación se evaluó 

el extracto hexánico de Euphorbia lunulata y se encontró que inhibió la proliferación, 

migración e invasión de la línea celular de cáncer gástrico SGC7901 resistente a 

adriamicina, un fármaco ampliamente utilizado en las quimioterapias (Z. Fu et al., 2018). 

Otro autor probó el efecto citotóxico del extracto metanólico de Swertia petiolata sobre 

células SNU-5 de cáncer gástrico y encontró que se producía inducción de la apoptosis 

y estrés oxidativo (He et al., 2017).  Wang et al., (2017) demostraron que el extracto de 

acetato de etilo de Celastrus orbiculatus inhibió la proliferación e indujo la apoptosis de 

las líneas celulares AGS y BGC-823 de cáncer gástrico. 

En el proceso de la identificación de extractos y fracciones cromatográficas de plantas 

medicinales con potencial anticancerígeno se procede a aislar compuestos fitoquímicos 

y posteriormente evaluar su actividad biológica. En un artículo de revisión se registra 

que un total de 78 fitoquímicos tienen una actividad anticancerígena significativa; 

probado a través de experimentos in vitro e in vivo, de los cuales la mayoría fueron 

alcaloides 19 (24 %), flavonoides 14 (18 %) y terpenos 12 (15 %) (Khan et al., 2022). 
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De los 78 compuestos, 24 presentan efecto contra células cancerosas gástricas, siendo 

en su mayoría alcaloides y flavonoides  (Khan et al., 2022).  

Hoy en día se tienen varios compuestos fitoquímicos en avanzadas fases de 

investigación in vitro e in vivo. La colchicina, alcaloide de la planta Colchicum automnale, 

induce la apoptosis mediante vías mitocondriales mediadas por caspasa-3 en células 

NCI-N87 de carcinoma gástrico (T. Zhang et al., 2019). Tetrandrina, un alcaloide aislado 

de la raíz seca de Stephania tetrandra S. Moore, inhibe significativamente la viabilidad 

celular de manera dependiente de la dosis y el tiempo, e induce la apoptosis mediante 

activación de las caspasas 3 y 9 en células BGC-823 de cáncer gástrico (Qin et al., 

2013). Kurarinona, una flavonona prenilada aislado de las raíces de Sophora flavescens, 

inhibe la vía de señalización STAT3 de células de adenocarcinoma gástrico SGC-7901 

(Zhou et al., 2015).  

En la última década se vienen realizando investigaciones que demuestran que los 

fitoquímicos podrían ayudar en el tratamiento con quimio y radioterapia, dirigidos a las 

CSC; además que tienen muy baja toxicidad, en contraste con las drogas 

quimioterapéuticas comunes (Cianciosi et al., 2018).  

2.5 Obtención de extractos y fracciones cromatográficas de plantas medicinales 
y su efecto en células madre del cáncer 

La eficacia terapéutica de cualquier planta medicinal depende de varios factores a 

considerar, entre ellos, la parte de la planta a utilizar, la calidad y cantidad de 

compuestos activos presentes, así como la variación de estos que dependen de los 

factores geográficos, además de los efectos sinérgicos entre metabolitos, entre otros 

(Singh et al., 2016). Estos metabolitos pueden ser purificados para evaluar sus efectos 

antitumorales lo que implica un proceso de fraccionamiento guiado por bioensayo y 

química combinatoria. El proceso inicia con una confirmación de la actividad biológica 

de un primer extracto el cual se fracciona con diferentes solventes y se evalúa 

nuevamente su bioactividad, adicionalmente se realizan pruebas químicas de presencia 

de compuestos y cromatografía en capa fina (CCF), luego se realiza una cromatografía 
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en columna para obtener subfracciones más puras que contendrán grupos de 

metabolitos con características similares; así mismo se procede a realizar más ensayos 

in vitro que determinan que subfracción es la que tiene mayor actividad. Finalmente se 

realizan técnicas de detección y purificación química como espectroscopia infrarroja 

(IR), cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) o cromatografía de gases (Garcia-

Oliveira et al., 2021). Aislado el compuesto químico se vuelve a evaluar la actividad 

biológica in vivo para determinar citotoxicidad y efectos antitumorales; y posteriormente 

se llevan a cabo ensayos clínicos. 

En la investigación de fitoquímicos con potencial anticancerígeno los principales grupos 

de metabolitos estudiados son los polifenoles, alcaloides, terpenoides, tioles, entre 

otros (Singh et al., 2016). Estos son atractivos porque demuestran efectos 

antioxidantes, proapoptóticos y antiproliferativos en distintos tipos de cáncer, como el 

gástrico (Addeo et al., 2021). Los fitoquímicos poseen la capacidad de dirigirse a las 

múltiples vías de señalización celular que se activan de forma anormal en las CSC 

(Chan et al., 2018; Oh et al., 2016). Por ejemplo, el resveratrol, compuesto polifenólico 

extraído de varias especies de plantas como la mora o las uvas, elimina las CSC de 

osteosarcoma mediante la inhibición de la vía STAT3 (Peng & Jiang, 2018); la 

genisteína, un fitoestrógeno isoflavónico natural proveniente de la soja, disminuye la 

población de CSC de cáncer de mama a través de la vía Hedgehog (Fan et al., 2013); 

la epigalocatequina (EGCG), un polifenol derivado del té verde, inhibe la actividad de 

las CSC del cáncer de pulmón mediante la supresión de la vía Wnt/β-catenina (Zhu et 

al., 2017). 
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2.6 Dracontium spruceanum, “Jergón sacha” 

Dracontium spruceanum conocido anteriormente como Dracontium loretense Krause, 

se distribuye desde Costa Rica hasta lo largo de la vertiente oriental de los Andes a 

través de la Amazonía de Ecuador, Perú y el noroeste de la Amazonía de Brasil (Zhu y 

Croat, 2004). Esta especie presenta hojas lobulares y el peciolo está cubierto de anillos 

oscuros muy parecido al de la piel de la serpiente Bothrops atrox y llega a medir hasta 

1.5 - 2 m de altura (Collantes et al., 2011). 

En la selva peruana esta planta es conocida como “jergón sacha” y es utilizada por los 

habitantes con fines preventivos contra mordedura de serpiente sobándose o 

chicoteándose con las hojas y peciolo, además es usada para síntomas o 

enfermedades como el temblor de las manos, epilepsia, diarrea, herpes, SIDA, hernia, 

cáncer, asma, entre otros (Jurado, 1993). 

La tribu de los Ese'eja del sudeste del Perú utilizan Dracontium spruceanum para la 

mordida de serpientes; para ello cocinan y maceran el bulbo y lo aplican de manera 

externa lo que inhibiría el efecto del veneno (Desmarchelier et al., 1996). 
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2.7 Clasificación Taxonómica de Dracontium spruceanum 

• Reino: Viridiplantae 

• Filo: Streptophyta 

• Clase:  Magnoliopsida 

• Orden: Alismatales 

• Familia: Araceae 

• Género: Dracontium  

• Especie: Dracontium spruceanum (Schott) G. H. Zhu 

• Nombre común: hierba del jergón, jergón sacha, mágoro (Machiguenga), 

hurignpe (Amarakaeri), shandórao (Amahuaca), ronon rao and shanvi yorá 

(Shipibo conibo), see (Ese'eja) y du nu yubi (Cashinaguas), 

 

 

 

 

 

Figura 1. Partes de Dracontium spruceanum. (A) hojas y (B) Bulbo. (Imágenes tomadas 

de Miranda, 2019) 
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2.8 Estudios fitoquímicos de Dracontium spruceanum 

Sobre la composición fitoquímica de Dracontium spruceanum se ha evidenciado la 

presencia de alcaloides, esteroles, cafetaninos, glicósidos fenólicos, flavonoides, 

taninos, azúcares, gomas, mucílagos, entre otros (Jurado, 1993).  

En un estudio realizado con muestras de Pucallpa y extractos preparados con diferentes 

solventes orgánicos, se realizó un fraccionamiento cromatográfico del bulbo de 

Dracontium spruceanum que permitió el aislamiento de metabolitos como el sitosterol, 

estigmasterol, ácido p-hidroxi-benzoico, acil-glicosilado y 7-oxo-sitosterol (Collantes, 

2002). Otro estudio comparativo de muestras de jergón sacha procedentes del 

departamento de San Martín, determinó que la muestra con mayor concentración de 

flavonoides correspondía a la provincia de Lamas (Bocanegra, 2007). Collantes  (2011) 

encontró que la glucosa fue el carbohidrato mayoritario de los residuos polares, además 

de reportar por primera vez el aislamiento de 7-oxositosterol acilglicosilado en una 

planta.  

2.9 Uso de cultivos celulares para la evaluación de compuestos citotóxicos  

El estudio del cáncer implica el uso de muestras parafinadas, xenoinjertos, ratones 

genéticamente modificados, cultivos primarios, líneas celulares, entre otros. (Ferreira 

et al., 2013). El sistema in vitro del uso de líneas celulares tiene una gran importancia 

en la investigación del cáncer y el descubrimiento de fármacos (Masters, 2000). 

Además, su uso para la evaluación de citotoxicidad ha sido realizado durante años 

teniendo un valor predictivo clínico consistente con el esperado del tumor original 

(Vargo-Gogola y Rosen, 2007). 

Dentro de las ventajas de los modelos in vitro de líneas celulares podemos encontrar 

que tienen facilidad de manipulación (Van Staveren et al., 2009), alta homogeneidad 

(Burdall et al., 2003), similitud con el tumor inicial (Tomlinson et al., 1998), accesibilidad 

inmediata (Gazdar et al., 2010), fuente ilimitada autorreplicativa (Burdall et al., 2003), 
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reproducibilidad de resultados en condiciones óptimas (Niepel et al., 2019); además, 

existe una gran variedad de líneas de células disponibles (Gazdar et al., 2010). Sin 

embargo, también se debe considerar las desventajas tales como: la contaminación 

cruzada con otras líneas celulares (Huang et al., 2017), inestabilidad cromosómica 

(Berg et al., 2017), contaminación por micoplasma (Geraghty et al., 2014) y pérdida de 

la heterogeneidad natural del tumor (Vargo-Gogola y Rosen, 2007). 

Entre las líneas celulares de cáncer gástrico más utilizadas para el estudio de 

compuestos citotóxicos se encuentran las líneas AGS, KATO III, SNU-5, SNU-1, SNU-

16, entre otras (Lee et al., 2019) (Stewart et al., 2013)(Shrestha et al., 2016) (He et al., 

2017). La línea celular AGS es de tipo adherente que deriva de un cáncer primario de 

fragmentos de un tumor resecado de un paciente que no recibió terapia previa 

(Barranco et al., 1983).  

2.10 Ensayo de viabilidad celular con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) 

El ensayo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) es uno de los 

métodos colorimétricos más utilizados para la cuantificación de células con actividad 

metabólica debido a su simpleza, seguridad, rentabilidad e idoneidad para las líneas 

celulares (Ferrari et al., 1990; Mosmann, 1983). 

El fundamento de esta técnica es la reducción de las sales solubles de tetrazolio MTT 

de color amarillo a formazán insoluble de coloración púrpura, proceso mediado por 

reductasas mitocondriales, no mitocondriales y de la membrana plasmática de células 

viables (Riss et al., 2013) (Bernas y Dobrucki, 2002)(Bernas y Dobrucki, 2000).  

Una característica importante de este método es el uso de un solvente (DMSO) capaz 

de disolver el formazán de tal manera que se pueda tener una solución de color 

homogénea y que sea susceptible de ser leída por un espectrofotómetro a una longitud 

de onda de 550–600 nm (McCauley et al., 2013).  
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1 HIPÓTESIS  

Las fracciones cromatográficas del extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium 

spruceanum (Zhu,1996) presentan efecto citotóxico sobre células madre cancerosas 

provenientes de la línea celular de adenocarcinoma gástrico AGS. 

 

3.2 OBJETIVO GENERAL  

Evaluar el efecto citotóxico de las fracciones cromatográficas del extracto clorofórmico 

del bulbo de Dracontium spruceanum (Zhu,1996) sobre la proliferación de las células 

madre cancerosas provenientes de la línea celular de adenocarcinoma gástrico AGS. 

 

3.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

● Identificar el efecto citotóxico de las fracciones cromatográficas del extracto 

clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum (Zhu,1996) sobre la 

proliferación de las células madre cancerosas provenientes de la línea celular 

AGS y la línea celular parental. 

● Determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50) de las fracciones 

cromatográficas del extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum 

(Zhu,1996) sobre la proliferación de las células madre cancerosas provenientes 

de la línea celular AGS y la línea celular parental. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1 Material biológico  

4.1.1 Líneas celulares 

La línea celular del cáncer gástrico utilizada fue AGS que deriva de un adenocarcinoma 

gástrico de un paciente caucásico (ECACC 89090402), la cual será denominada en 

adelante como AGS parental. Para el control de citotoxicidad se utilizó la línea celular no 

cancerosa 293T que deriva de células de riñón embrionario humano (ATCC, CRL-

3216™). Ambas líneas celulares fueron proporcionadas por el Laboratorio de Cultivo 

Celular e Inmunología de la Universidad Científica del Sur. 

4.1.2 Extracto y fracciones cromatográficas del bulbo de Dracontium 

spruceanum 

El eDSBCl y las 11 fracciones cromatográficas evaluadas fueron obtenidas a partir del 

bulbo de Dracontium spruceanum colectado en el marco del proyecto “Evaluación del 

efecto de extractos y fracciones de tres plantas medicinales sobre células madre del 

cáncer gástrico” y procesado en el Laboratorio de Química y Bioquímica de Productos 

Naturales de la Universidad Científica del Sur. La colecta del bulbo de Dracontium 

spruceanum se realizó en la ciudad de Lamas en el Departamento de San Martin a una 

altura aproximada de 310 a 920 msnm y con coordenadas de latitud de 6°23  ́01.8S y 

76° 30 21.6 °W. La planta fue previamente identificada en el museo de historia natural 

(anexo 2) 

4.2 Reactivos  

4.2.1 Reactivos para cultivo celular 

• Medio de cultivo DMEM F-12, pH 7.2 (Sigma) 
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• Antibiótico-antimicótico: Estreptomicina/Penicilina/Anfotericina (SPA) 100X 

(Biowest)  

• Suero Fetal Bovino (SFB) (Biowest)  

• Tripsina 10X (Biowest) 

• Acutasa (Biowest) 

• Glutamina 200mM (Biowest) 

• Buffer Fosfato Salino (PBS), pH 7.2  

• Dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck) 

• Azul de tripán 0.4 % (Sigma) 

4.2.2 Reactivos para la selección de células por microbeads magnéticos. 

• Microbeads conjugados con anticuerpo anti-CD44 (Miltenyi Biotec) 

• Reactivo de Bloqueo del FcR (Miltenyi Biotec) 

• Buffer autoMACS (Miltenyi Biotec) 

• Columnas MS (Miltenyi Biotec) 

• Separador MiniMACS (Miltenyi Biotec) 

4.2.3 Reactivos para citometría de flujo  

• Anticuerpo anti-CD44 PE (BD Biosciences) 

• Reactivo de Bloqueo del FcR (Miltenyi Biotec) 

• Buffer de corrida autoMACS (Miltenyi Biotec) 

4.2.4 Reactivos para el ensayo de viabilidad celular  

• Kit EZcountTM MTT Cell Assay (Hi media) 

4.2.5 Solventes orgánicos  

• Benceno (Merck) 
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• n-hexano (Merck) 

• Cloroformo (Merck) 

• Acetona (Merck) 

• Metanol (Merck) 

 

4.3 Equipos  

• Cabina de Bioseguridad tipo II (Telstar) 

• Citómetro de Flujo (Guava easyCyte) 

• Microscopio invertido (Nikon) 

• Centrífuga (BOECO) 

• Microcentrífuga (Termo Fisher) 

• Lector de microplaca (Biotek, synergy) 

• Incubadora de CO2 (Termo Fisher) 

• Licuadora (Oster) 

• Balanza electrónica (Sartorius) 

• Baño ultrasonido (Brason) 

• Estufa Venticell 55 (MMM group) 

• Rotavapor (IKA) 

• Lámpara UV (UVP) 

4.4 Materiales para obtención del extracto y fracciones cromatográficas  

• Tamiz malla ASTM E-11 / 1mm (Gilson company, INC) 

• Papel whatman N°1 (Thermo Fisher) 

• Filtros de 0.4 µm (Merck)  

• Placas de CCF de sílica gel G-60 F254 (Merck) 

• Columna de vidrio de 50 x 4 cm  
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• Sílica gel G-60 (Merck) 

• Cloruro de antimonio III  

 

4.5 MÉTODOS  

4.5.1 Obtención del extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum 
(eDSBCl) 

El bulbo de la planta se secó a 39°C por una semana, fue molido en una licuadora y 

pasado por una malla metálica (ASTM E-11 / 1mm). Se pesó 500.35 g y se dejó 

reposando por 24 horas en 800 mL de cloroformo. para luego sonicarlo por tres horas 

en un baño ultrasonido a 40°C. Se filtró a través de un papel whatman N°1 y se 

almacenó en un recipiente tapado a temperatura ambiente. Este último paso se repitió 

por 5 veces.  

Los extractos se juntaron, filtraron a través de un filtro de 0.4 µm y se evaporaron 

utilizando un rotavapor a 40°C y 340 mbar. Una vez seca la muestra (aspecto caramelo 

marrón claro), se mantuvo por 48 horas en una estufa con circulación de aire a 38 °C.  

El eDSBCl se dejó en reposo en un desecador por 72 horas y cubierto de la luz con 

papel aluminio.  

 

4.5.2 Obtención de fracciones por cromatografía en columna 

Se preparó una columna de vidrio de 50 x 4 cm con sílica gel G-60 (0.040-0.063 mm). 

Se lavó con 200 mL de n-hexano. El eDSBCl fue disuelto en 10 mL de cloroformo y 

añadido en la columna por la parte superior. Luego, se eluyó, siguiendo la serie 

eluótropa, con una mezcla de cloroformo-n-Hexano, cloroformo, cloroformo-acetona, 

acetona, acetona –metanol, metanol y agua. Posteriormente, se colectaron 

aproximadamente 3mL de eluatos en tubos de 10 mL controlados por el número de 

gotas. 
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4.5.3 Cromatografía en capa fina (CCF) 

Se realizó un análisis CCF de cada eluato. Se usaron placas de CCF de sílica gel G-60 

F254, fase estacionaria, y una fase móvil constituida de Benceno-Acetona-Acetato-

Metanol (10:1:1.5:0.5) con variación del metanol en función de la polaridad de las 

fracciones. Las muestras se colocaron en las placas y estas fueron puestas de manera 

vertical en una cubeta de vidrio durante 10 minutos para que se produzca la migración 

de las bandas. 

Las placas fueron observadas con luz visible, UV 366 nm (onda larga) y UV 254 nm 

(onda corta) además se utilizó una solución de cloruro de antimonio III a 100°C para 

evidenciar principalmente la presencia de terpenos, esteroides y carotenoides.  

 

4.5.4 Almacenamiento de fracciones cromatográficas  

Cada fracción cromatográfica fue secada en estufa a 40°C hasta obtener un peso seco, 

luego fueron pesadas, disueltas en DMSO y almacenadas a -80 °C hasta su uso en los 

ensayos biológicos.  

 

4.5.5 Cultivo celular 

La línea celular AGS fue cultivada en medio DMEM F – 12, suplementado al 10% suero 

bovino fetal y 1X de antibiótico-antimicótico, incubadas a 37 °C y 5% de CO2. Por otro 

lado, la línea celular no cancerosa 293T se cultivó en las mismas condiciones y además 

se le adicionó L-glutamina a una concentración final en el medio de cultivo de 2 mM. 

Ambas líneas celulares se utilizaron en los ensayos cuando alcanzaron el 70 a 80 % de 

confluencia en placa; para lo cual fueron desprendidas con Tripsina 1X o Acutasa 1X y 

posteriormente repartidas en Flasks o placas de cultivo. Para criopreservar las células 

se utilizó medio DMEM F–12 al 5% de DMSO. 
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4.5.6 Aislamiento de células madre cancerosas gástricas (GCSC) mediante el 
sistema MACS. 

Para seleccionar GCSC, se utilizó la tecnología de selección de células activadas 

magnéticamente (MACS, del inglés Magnetic-activated cell sorting) con anticuerpos 

anti-CD44 unidos a microbeads magnéticos siguiendo el protocolo de los fabricantes 

con algunas modificaciones (130-095-194, Miltenyi Biotech). 

En las placas de cultivo con 70%-80% de confluencia se agregó acutasa para 

desprender las células, se las transfirió a un tubo de 15 mL y se centrifugó a 1400 RPM 

por 5 minutos. Se contó en cámara de Neubauer entre 3 a 7x106 células, se transfirió a 

un tubo de microcentrífuga y se centrifugó a 1500 RPM por 10 min. Posteriormente, el 

sobrenadante se eliminó y el pellet se resuspendió en 80 µL de buffer autoMACS para 

luego añadir 10 µL de reactivo de bloqueo de FcR y 10 µL de microbeads magnéticos 

anti-CD44. Se incubó a 4°C por 15 minutos. Se agregó 1 mL de PBS 1X y se centrifugó 

a 1500 RPM por 10 min. 

Las células se resuspendieron en 500 µL buffer autoMACS. Luego se pasaron por una 

columna paramagnética MS, previamente lavada 3 veces con 500 µL de PBS 1X, 

sostenida por el separador MiniMACS (Miltenyi Biotec), de modo tal que las células 

marcadas con el anticuerpo quedaron en la columna. Para retirar las células no 

marcadas se agregaron 500 µL de PBS 1X, repitiéndose este paso tres veces. 

Finalmente, la columna se retiró del separador magnético y con la ayuda de un émbolo 

se eluyó las células marcadas (CD44+) de la columna con 1 mL de buffer autoMACS, 

luego estas células fueron cultivadas con medio DMEM F-12 suplementado e incubadas 

a 37 °C al 5% de CO2. 

 

4.5.7 Análisis de células AGS CD44+ por citometría de flujo 

Se realizó citometría de flujo para verificar el porcentaje de GCSC aisladas de la línea 

celular AGS, las que serán denominadas en adelante como AGS CD44+. Luego de 

adaptadas las células en aquellas placas de cultivo con 70% a 80% de confluencia se 



 

20  
  

agregó Acutasa 1X para desprenderlas, se las transfirió a un tubo de 15 mL y se 

centrifugó a 1400 RPM por 5 minutos. Se realizó el conteo en cámara de Neubauer y se 

transfirió aproximadamente 3x105 células en un tubo de microcentrífuga con buffer 

autoMACS. Esto se centrifugó a 1500 RPM por 10 min. 

 

Descartado el sobrenadante se agregó 89 µL de buffer autoMACS y 10 µL de reactivo 

de bloqueo de FcR y se dejó incubando a 4° C por 10 min. Posteriormente, se agregó 1 

µL de anticuerpo anti-CD44 PE (Ficoeritrina) y se incubó a 4°C por 20 min. Luego se 

agregó 1 mL de buffer autoMACS y se centrifugó a 1500 RPM por 10 min. Finalmente, 

se resuspendió en 300 µL del buffer y se realizó la lectura en el citómetro de flujo. 

Paralelamente en este ensayo se utilizaron células no marcadas.   
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4.5.8 Ensayo de citotoxicidad de las fracciones cromatográficas de eDSBCl 
mediante el ensayo de viabilidad celular con MTT 

4.5.8.1 Identificación de las fracciones cromatográficas con mayor potencial 

citotóxico. 

Se trabajó con las AGS parental, células no cancerosas 293T y las AGS CD44+. Una 

vez obtenida una cantidad de células adecuada en cultivo (70% u 80% de confluencia) 

se procedió a desprenderlas con tripsina 1x, colectarlas y centrifugarlas hasta obtener 

un pellet; este se resuspendió en 1mL de DMEM F – 12 para realizar el conteo de células 

en cámara de Neubauer. En función de la cantidad de células se les añadió medio 

DMEM F – 12 suplementado de modo que se repartieron 2500 células contenidas en 

100 µL a cada pocillo de una placa de 96. Transcurridas 24 h se reemplazó el medio de 

cultivo por nuevo medio con cada una de las 11 fracciones cromatográficas del eDSBCl 

disueltas a 100 µg/mL. Además, se utilizó como control negativo DMSO al 0.5% 

(vehículo) disuelto en medio de cultivo y como control positivo se usó DMSO al 15%. 

Así mismo, se añadió un grupo tratado con eDSBCl para realizar una comparación con 

las fracciones. Estas placas fueron incubadas por 24h y 48h de exposición a las 

fracciones, una vez cumplido el tiempo se evaluó el porcentaje de viabilidad celular, para 

ello se agregó el reactivo MTT, siguiendo el protocolo de los fabricantes (Venugopal et 

al., 2017), a una concentración final de 0.5 ug/mL en cada pocillo y se dejó incubar por 

3 horas en oscuridad, luego se retiró el sobrenadante y se añadió 100 uL de DMSO al 

100%, 15 minutos después se realizó la lectura en un lector de microplacas a longitudes 

de onda de 570 nm y 650 nm. 

4.5.8.2 Determinación del IC50 de las fracciones cromatográficas con mayor 

potencial citotóxico. 

Una vez identificadas las fracciones cromatográficas con mayor potencial citotóxico en 

células AGS parental y las AGS CD44+ y con menor efecto en la línea celular no 

cancerosa, 293T, se procedió a determinar experimentalmente la concentración 

inhibitoria del 50% del crecimiento celular (IC50) de dichas fracciones (F50 y F52). Las 
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células fueron distribuidas en placas de 96 pocillos de la misma manera que en el 

anterior ensayo y después de 24 h, el medio fue reemplazado por DMEM suplementado 

con diferentes concentraciones de 1.16, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 µg/mL de las 

fracciones cromatográficas F50 y F52. También se utilizó controles positivos y negativos 

(DMSO 15% y 0.5%, respectivamente). Finalmente, mediante el ensayo de MTT se 

evaluó el porcentaje de viabilidad celular a las 24h de exposición a las fracciones 

cromatográficas. La lectura se realizó en un lector de microplacas Synergy a longitudes 

de onda de 570 nm y 650 nm. 

 

4.5.9 Análisis estadístico  

Para el análisis de los datos obtenidos de la identificación de las fracciones con potencial 

citotóxico se realizó un ANOVA de un factor y la prueba post hoc de Tukey para 

comparar y hallar diferencias significativas entre grupos tratados con respecto al control 

negativo (p-value < 0.05). Para el cálculo del IC50 se realizó una curva dosis-respuesta 

mediante un modelo de regresión no lineal. En ambos casos se empleó el programa 

estadístico GraphPad Prism 8.  
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5. RESULTADOS  

5.1 Fracciones cromatográficas de eDSBCl 

Del fraccionamiento por cromatografía en columna, se colectaron 952 eluatos que 

fueron juntados en 56 fracciones; posteriormente analizadas por CCF y agrupadas de 

acuerdo con su perfil cromatográfico en 11 fracciones (Tabla 1 y Figura 2). 

  

Tabla 1. Peso seco obtenido de las fracciones cromatográficas del eDSBCl 

 

5.2 Cromatografía en capa fina de las fracciones cromatográficas de eDSBCl 

Del revelado de las placas de CCF con cloruro de antimonio III se observó que las 

fracciones F1 y F8 no evidenciaban ninguna banda, mientras que a partir de fracción 

F21 hasta la F40 se pudo apreciar compuestos de polaridad intermedia que migran a lo 

largo del cromatograma, por otro lado, las fracciones F43, F46, F49, F50 y F52 

presentan los compuestos de mayor polaridad debido a que las manchas migran una 

corta distancia (Figura 2).   

 

 

Fracciones 
Peso seco de las fracciones 

cromatográficas (mg) 

F1 27.6 

F8 31.5 

F21 113.3 

F37 24.4 

F39 33.6 

F40 62.7 

F43 36.7 

F46 59.6 

F49 188 

F50 29.5 

F52 45.2 
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Figura 2 Cromatografía en capa fina de las fracciones cromatográficas del extracto 

clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum, reveladas con cloruro de antimonio 

III y observadas con luz ultravioleta de onda larga (UV 366 nm). 
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5.3 Aislamiento de células madre cancerosas gástricas (GCSC) 

 

El aislamiento de las células madre cancerosas, AGS CD44+, fue verificado 

mediante citometría de flujo obteniéndose que el 92.28% de la población celular 

seleccionada expresaba el marcador CD44, mientras que en la población inicial o 

parental fue el 63,29% (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Análisis de la expresión del marcador de superficie CD44 por citometría de 

flujo. A) El 63.29% de células AGS parentales expresan CD44. B) La población celular 

seleccionada expresa el marcador CD44 en un 92.28%. Ambas poblaciones celulares, 

AGS parental y AGS CD44+ (CSC) tienen morfología fusiforme. Las micrografías fueron 

tomadas con un microscopio invertido con aumento total de 100X.  

 

  

AGS parental AGS CD44+ 
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5.4 Evaluación de citotoxicidad de las fracciones cromatográficas mediante el 
ensayo de viabilidad celular con MTT  

5.4.1 Efecto citotóxico de las fracciones cromatográficas del eDSBCl en la línea 
AGS parental 

De la evaluación de la citotoxicidad de las fracciones cromatográficas a 100 

µg/mL sobre la línea celular AGS parental, se observó que a las 24 horas hubo 

una disminución significativa de la viabilidad celular en los grupos tratados con 

las fracciones F43, F46, F50 y F52 con respecto al control negativo; mientras 

que a las 48 h se observó que sólo las fracciones F43, F50 y F52 mantuvieron 

el efecto citotóxico (Figura 4 y tabla 2).  

El eDSBCl redujo la viabilidad celular a 31.9 ± 5.2 y 22.5 ± 4.3 % para las 24 h y 

48 h respectivamente; las fracciones con mayor efecto al del eDSBCl fueron F50 

y F52 con porcentajes de viabilidad de 12.6 ± 1.6 % y 17.4 ± 2.1 % a las 24 h 

respectivamente y de 14.3 ± 5.2 % y 18.1 ± 6.8 % a las 48 h respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Evaluación de la citotoxicidad de las fracciones cromatográficas a 100 µg/mL 

sobre la línea celular AGS parental a las 24 h y 48 h de exposición. C (+), control 

positivo; C (-), control negativo; F, fracción cromatográfica; eDSBCl, extracto 

clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum; * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 y 

**** p<0.0001 comparado con su respectivo C (-). 
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5.4.2 Efecto citotóxico de las fracciones cromatográficas del eDSBCl en las 
células madre cancerosas gástricas (AGS CD44+) 

De la evaluación de la citotoxicidad de las fracciones cromatográficas a 100 

µg/mL sobre las células AGS CD44+, células madre cancerosas gástricas, se 

observó que a las 24 horas hubo una disminución significativa de la viabilidad 

celular en los grupos tratados con las fracciones F43, F50 y F52 con respecto al 

control negativo; mientras que a las 48 h se observó que mantuvieron el efecto 

citotóxico (Figura 5 y tabla 2).  

El eDSBCl redujo la viabilidad celular a 53.6 ± 14.6 y 24.8 ± 1.0 % para las 24 h 

y 48 h respectivamente; las fracciones con efecto superior al del eDSBCl fueron 

F50 y F52 con porcentajes de viabilidad de 21.3 ± 4 % y 29.8 ± 0.9 % a las 24 h 

respectivamente y de 11.31 ± 6.1 % y 16.06 ± 6.1 % a las 48 h respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Evaluación de la citotoxicidad de las fracciones cromatográficas a 100 µg/mL 

sobre células AGS CD44+ a las 24 h y 48 h de exposición. C (+), control positivo; C (-), 

control negativo; F, fracción cromatográfica; eDSBCl, extracto clorofórmico del bulbo de 

Dracontium spruceanum; * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001 comparado 

con su respectivo C (-). 
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5.4.3 Efecto citotóxico de las fracciones cromatográficas del eDSBCl en la línea 
celular no cancerosa 293T 

De la evaluación de la citotoxicidad de las fracciones cromatográficas a 100 

µg/mL sobre las células 293T, se observó que a las 24 h de exposición  hubo 

una disminución significativa de la viabilidad celular en los grupos tratados con 

las fracciones F37, F39, F40, F43 y F46 con respecto al control negativo (40.4 ± 

4.6, 36.1 ± 4.6, 38.4 ± 13.8, 47.2 ± 23.8, 40.6 ± 0.7 %, respectivamente); mientras 

que a las 48 h de exposición se observó que sólo la fracción F46 mantuvo el 

efecto citotóxico con un porcentaje de viabilidad de 14.9 ± 0.2 % (Figura 6 y tabla 

2). Además, estas mismas fracciones tuvieron un efecto superior al del eDSBCl, 

el cual redujo la viabilidad celular a 50.5 ± 10.4 y 39.5 ± 19.7 % para las 24 h y 

48 h de exposición, respectivamente.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Evaluación de la citotoxicidad de las fracciones cromatográficas a 100 µg/mL 

sobre la línea celular no cancerosa 293T a las 24 h y 48 h de exposición. C (+), control 

positivo; C (-), control negativo; F, fracción cromatográfica; eDSBCl, extracto 

clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum; * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 y 

**** p<0.0001 comparado con su respectivo C (-). 
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Tabla 2. Citotoxicidad de las fracciones cromatográficas a concentración de 100 µg/mL   

expresados en porcentajes de viabilidad. 

 

  

 
PORCENTAJE DE VIABILIDAD 

 AGS parental AGS CD44+ 293T 
Fracciones a 100 

µg/mL 
24h 48h 24h 48h 24h 48h 

F1 90.8 ± 5.5 93.1 ± 21.0 118.3 ± 15.5 100.1 ± 29.2 96.9 ± 12.6 90.5 ± 30.7 

F8 106.3 ± 2.9 102.8 ± 6.0 117.3 ± 4.8 122.4 ± 1.2 107.3 ± 3.3 119.5 ± 14.3 

F21 91.1 ± 16.7 89.6 ± 1.6 110.7 ± 5.0 111.6 ± 20.7 70.1 ± 5.7 79.8 ± 0.5 

F37 78.4 ± 9.1 71.3 ± 10.8 96.2 ± 7.5 79.6 ± 8.0 40.4 ± 4.6 25.3 ± 11.7 

F39 75.3 ± 14.3 91.6 ± 6.2 88.3 ± 6.5 93.2 ± 18.0 36.1 ± 7.1 50.8 ± 31.8 

F40 68.7 ± 8.5 79.9 ± 2.7 95.6 ± 13.1 82.7 ± 16.6 38.4 ± 13.8 45.8 ± 27.6 

F43 40.5 ± 12.3 40.9 ± 6.3 57.7 ± 10.3 37.2 ± 7.6 47.2 ± 23.8 32.0 ± 8.9 

F46 58 ± 0.4 75.6 ± 1.9 80.2 ± 4.9 67.1 ± 6.1 40.6 ± 0.7 14.9 ± 0.2 

F49 84.5 ± 1.8 95.9 ± 2.2 113.9 ± 4.7 97.1 ± 12.6 109.3 ± 10.8 97.5 ± 18.7 

F50 12.6 ± 2.0 14.3 ± 7.0 21.3 ± 4.4 11.3 ± 0.6 64.6 ± 16.3 68.4 ± 22.3 

F52 17.4 ± 2.2 18.1 ± 7.6 29.8 ± 0.9 16.1 ± 6.1 66.1 ± 14.2 59.8 ± 27.7 

eDSBCl 31.9 ± 5.2 22.5 ± 4.3 53.6 ± 14.6 24.8 ± 1.0 50.5 ± 10.4 39.5 ± 19.7 

C (+) DMSO 15% 10 ± 0.5 3.5 ± 1.2 12.1 ± 1.9 5.3 ± 0.6 6.9 ± 5.5 5.9 ± 0.2 

C (-) DMSO 0.5% 100 ± 1.7 100.1 ± 3.8 100 ± 0.7 100 ± 0.9 100 ± 5.3 100 ± 11.7 
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5.4.4 Comparación de la citotoxicidad de las fracciones F50, F52 y eDSBCl a 100 
µg/mL 

Las fracciones con mayor efecto citotóxico comparable al del eDSBCl fueron las 

F50 y F52 (Figura 7). Con ambas fracciones probadas en la línea celular AGS 

parental hubo mayor efecto citotóxico con diferencia significativa que el eDSBCl 

a las 24 h, sin embargo, esto no ocurrió a las 48 h (Figura 7A). Cuando se probó 

en células AGS CD44+ solo la F50 presentó significativa reducción de la 

viabilidad celular tanto a 24 h como a 48 h en comparación con el eDSBCl (Figura 

7B).  
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Figura 7. Comparación de la citotoxicidad de las fracciones F50 y F52 a 100 µg/mL sobre 

células AGS parental (A) y AGS CD44+ (B) a las 24 h y 48 h. C (+), control positivo; C 

(-), control negativo; F, fracción cromatográfica; eDSBCl, extracto clorofórmico del bulbo 

de Dracontium spruceanum; * p<0.05, ** p<0.01; *** p<0.001 y **** p<0.0001 comparado 

con el eDSBCl; ns, diferencia no significativa.  
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5.5 Determinación de la concentración inhibitoria 50 (IC50) de las fracciones F50 

y F52 sobre la línea celular AGS parental 

Se tomaron en cuenta las fracciones cromatográficas F50 y F52 para el cálculo 

del IC50 porque tuvieron mayor efecto citotóxico a 100 µg/mL sobre células AGS 

parental y AGS CD44+. La IC50 de las fracciones F50 y F52 probadas sobre la 

línea celular AGS parental fue de 29.37 ± 6.9 y 34.12 ± 8.0 µg/mL a las 24 h, 

respectivamente (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efecto de las fracciones cromatográficas F50 y F52 del eDSBCl sobre la 
viabilidad celular de AGS parental. Se muestran gráficos de IC50, que son curvas log10 
de viabilidad celular (%) dependientes de la concentración de las fracciones (µg/mL). 
En la parte superior derecha de cada curva, se muestran los valores de IC 50 a las 24h 
de exposición. A. Variación del porcentaje de viabilidad con F50 B. IC50 de la fracción 
F50. C. Variación del porcentaje de viabilidad con diferentes concentraciones de F52 D. 
IC50 de la fracción F52. **p<0.01, ****p<0.0001, comparado con la concentración de 0 
µg/mL; ns: diferencia no significativa.  
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5.6 Determinación de la concentración inhibitoria 50 (IC50) de las fracciones F50 

y F52 sobre células AGS CD44+ 

Cuando se utilizó las AGS CD44+, la IC50 de las fracciones F50 y F52 a las 24h 

fue de 25.96 ± 3.0 y 33.54 ± 8.8 µg/mL, respectivamente (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efecto de las fracciones cromatográficas F50 y F52 del extracto de eDSBCl 
sobre la viabilidad celular de AGS CD44+. Se muestran gráficos de IC50, que son 
curvas log10 de viabilidad celular (%) dependientes de la concentración de las 
fracciones (µg/mL). En la parte superior derecha de cada curva, se muestran los valores 
de IC 50 a las 24 h de exposición. A. Variación del porcentaje de viabilidad con 
diferentes concentraciones de F50 B. IC50 de la fracción F50. C. Variación del 
porcentaje de viabilidad con diferentes concentraciones de F52 D. IC50 de la fracción 
F52. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, comparado con la concentración de 0 µg/mL; 
ns: diferencia no significativa. 
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5.7 Determinación de la concentración inhibitoria 50 (IC50) de las fracciones F50 

y F52 sobre la línea celular no cancerosa 293T 

En cuanto a línea celular no cancerosa 293T la IC50 de las fracciones F50 y F52 

a las 24 h fue de 74.76 ± 29.9 y 87.94 ± 0.5 µg/mL; respectivamente (Figura 10). 

Todos los valores de IC50 obtenidos se resumen en la tabla 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Efecto de las fracciones cromatográficas F50 y F52 del extracto de eDSBCl 
sobre la viabilidad de células no cancerosas 293T. Se muestran gráficos de IC50, que 
son curvas log10 de viabilidad celular (%) dependientes de la concentración de las 
fracciones (µg/mL). En la parte superior derecha de cada curva, se muestran los valores 
de IC 50 a las 24 h de exposición. A. Variación del porcentaje de viabilidad con 
diferentes concentraciones de la F50 B. IC50 de la fracción F50. C. Variación del 
porcentaje de viabilidad con diferentes concentraciones de la F52 D. IC50 de la fracción 
F52. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, comparado con la concentración de 0 µg/mL; 
ns: diferencia no significativa.  
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Tabla 3. Valores de IC50 (µg / ml) de las fracciones cromatográficas 

 

 

 

 

 

5.8 Comparación de los valores de IC50 de las fracciones F50 y F52 sobre células 

AGS parental, AGS CD44+ y las no cancerosas, 293T 

El efecto citotóxico de las fracciones F50 y F52 sobre las células cancerosas AGS 

y AGS CD44+ fue significativamente mayor al ser comparado con la actividad 

sobre células no cancerosas 293T; sin embargo, no se encontró diferencia 

significativa entre el efecto de las fracciones sobre GCSC AGS CD44+ y las AGS 

parental (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Comparación de valores de IC50 para cada línea celular. A comparación de 

las IC50 de la fracción F50 a las 24 h de exposición. B comparación de las IC50 de la 

fracción F52 a las 24 h de exposición. ns: diferencia no significativa; * p<0.05 y ** p<0.01 

comparado con la línea celular no cancerosa 293T.   

  Línea celular 

Fracción Tiempo (h) AGS AGS CD44+ 293T 

F50 24 29.37 ± 6.9 25.96 ± 3.0 74.76 ± 29.9 

F52 24 34.12 ± 8.0 33.54 ± 8.8 87.94 ± 0.5 
Los datos se presentan como la media ± DS de IC50 (µg / ml) de tres experimentos independientes 
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6. DISCUSIÓN 

La presente investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto citotóxico de las 

fracciones cromatográficas del extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium 

spruceanum sobre células madre cancerosas de la línea celular de adenocarcinoma 

gástrico AGS.  

 

En este estudio se preparó un extracto clorofórmico para la mayor retención de 

compuestos de polaridad baja y media. Además, cabe resaltar que cuando se utiliza 

cloroformo para la preparación de extracto de plantas se obtiene principalmente 

compuesto de polaridad intermedia y baja como los terpenoides y flavonoides (Pandey 

et al., 2014).  

 

De las 11 fracciones cromatográficas obtenidas del eDSBCl, las fracciones 50 y 52 al 

ser las últimas que se eluyeron de la columna cromatográfica contienen los compuestos 

de mayor polaridad de los metabolitos presentes en el eDSBCl; lo que se ve reflejado 

en la poca migración en la CCF, además del uso de una mezcla de solventes más 

polares utilizados como fase móvil (Figura 2). Por otro lado, el revelado con cloruro de 

antimonio III (SbCl3) muestra que los compuestos presentes podrían ser esteroides, 

glucósidos esteroides, terpenoides o esteroles (Sherma y Fried, 2003). Estudios 

realizados sobre la composición química del bulbo de D. spruceanum reportan la 

presencia de metabolitos secundarios como: flavonoides, alcaloides, esteroides, 

catequinas y saponinas (Bocanegra, 2007), triterpenos y taninos (Rivera-Parada, 

2013), adicionalmente quinonas y lactonas (Miranda, 2019).     

 

Del análisis por citometría de flujo se observó que la línea celular AGS parental tuvo un 

63.29% de células que expresaron el marcador CD44. Este valor está por encima de lo 

obtenido por Takaishi et al., (2009) que fue entre 10% a 50%. En otro estudio la 
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expresión de este marcador de membrana fue de 29,06% (Castro, 2010).  Esta 

diferencia de resultados entre estudios utilizando la misma línea celular en diferentes 

medios de cultivos podría deberse a la propia heterogeneidad genómica del cáncer 

producida por procesos mutacionales e inestabilidad cromosómica (Hynds et al., 2018).  

 

El aislamiento de las células AGS CD44+ utilizando MACS dio como resultado una 

población celular con el 92.28% de células expresando el marcador CD44. Esto 

contrasta con los resultados de Dragu et al., (2019) que realizó dos rondas sucesivas 

de selección utilizando MACS, obteniendo 58,5% en la primera y 94,3% en la segunda. 

Si bien el método de selección de células activadas magnéticamente obtiene un alto 

grado de pureza, otras técnicas como la de clasificación de células activadas por 

fluorescencia (FACS) podrían elevar el porcentaje de células CD44+. Kerényi et al., 

(2016) comparó el uso de ambas técnicas para el aislamiento de células madre de pulpa 

dental y obtuvo que la efectividad de la selección por MACS y FACS son similares, 

mientras que la combinación fue significativamente mayor (MACS 79,53 ± 5,78%, FACS 

88,27 ± 3,70%, MACS-FACS 98,43 ± 0,67%). De Wynter et al., (1995) comparó la 

pureza y enriquecimiento de células CD34+ de médula ósea, cordón umbilical y sangre 

periférica utilizando MACS, FACS y otras técnicas; y encuentra que los métodos de 

purificación más fiables fueron la selección mediante FACS y MACS que produjeron de 

forma constante purezas mayores al 70%.  

 

Existen pocos estudios sobre la citotoxicidad de Dracontium spruceanum en células de 

cáncer gástrico. Miranda (2019) encontró que el IC50 de la fracción clorofórmica  del 

extracto metanólico del bulbo de Dracontium spruceanum probado en AGS parental fue 

de 82.59 µg/mL a las 24 h y de 25.5 µg/mL a las 48 h; además, un reciente estudio 

obtuvo un IC50 de 43.23 µg/mL a las 24h y de 34.09 μg/mL a las 48 h evaluado en 

células madre AGS CD44+ (Tapia, 2022). 
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En referencia al ensayo de citotoxicidad, de las 11 fracciones cromatográficas, solo dos 

tuvieron un efecto citotóxico (F50 y F52); además, no se evidenció un efecto 

significativo sobre células no cancerosas 293T lo que es conveniente por ser la línea 

celular utilizada como control de citotoxicidad. De manera similar, Momtazi-Borojeni et 

al., (2013) reportaron que de la obtención de 14 fracciones cromatográficas de 

Avicennia marina, solo una tuvo efecto citotóxico en células de cáncer de mama MDA- 

MB-231 y menor actividad en células de riñón embrionario humano HEK. Otro estudio 

utilizó fracciones del extracto metanólico de Aegle marmelos y encontró que tres de las 

cinco fracciones obtenidas mostraron una inhibición significativa en la línea celular de 

leucemia THP-1 con IC50 de 12,5, 86,2 y >100 μg/mL (Bhatti et al., 2013).  

 

El IC50 de las fracciones F50 y F52 probadas en AGS parental y AGS CD44+ estuvo 

por debajo de los 35 µg/mL a las 24 h (Tabla 3). Esto es favorable para estudios 

posteriores debido a que estas fracciones serían consideradas como moderadamente 

citotóxicas de acuerdo a los criterios establecidos por el Instituto Nacional del Cáncer 

de Estados Unidos el cual clasifica el efecto de las plantas medicinales como altamente 

citotóxico cuando el IC50 es menor o igual a 20 µg/mL, moderadamente citotóxico, 

cuando el IC50 está entre 21 y 200 µg/mL , débilmente citotóxico cuando esta entre 201 

y 500 µg/mL, y sin citotoxicidad cuando el IC50 es mayor a 501 µg/mL (Boik, 2001; 

Nguyen et al., 2020).  Por otro lado, los valores de IC50 de F50 y F52 no mostraron 

diferencia significativa entre los obtenidos para la línea AGS parental y las células madre 

cancerosas gástricas, AGS CD44+, lo que significaría que la elevada presencia del 

marcador CD44+ no le proporcionaría a la línea celular AGS una ventaja de 

supervivencia ante el efecto citotóxico de estas fracciones. Este resultado es consistente 

con lo obtenido por Castro, (2010) donde evaluó el efecto del cisplatino y 5-FU sobre 

células AGS CD44+ seleccionadas con microbeads magnéticos y resulta no haber 

diferencia significativa entre el efecto sobre las células seleccionadas y la parental, es 

decir no habría diferencia en la capacidad de quimiorresistencia. No obstante, otro 
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estudio con líneas celulares de diferentes tipos de cáncer, muestra que por lo general 

las CSC son resistentes a las quimioterapias (Nguyen et al., 2017). Delman et al. (2019) 

determinaron que las CSC EpCAM+/CD133+ (IC50 = 2,5 mM) de carcinoma 

hepatocelular eran más resistentes contra (R) -4′-metilklavuzon a las 48 h de cultivo en 

comparación con las células parentales HuH-7 (IC50 = 1,25 mM), sin embargo, a las 24 

h y 72 h el IC50 tuvo el mismo valor en ambos tipos celulares, 10 mM y 1,25 mM 

respectivamente. Otro autor utilizó quercetina y encontró que las células parentales de 

cáncer gástrico MGC803 eran más sensibles que las GCSC, lo que refleja la 

quimiorresistencia relativamente más fuerte de las GCSC en comparación con las 

células parentales (Shen et al., 2016). En contraste, Choi et al. (2016) probaron la 

citotoxicidad de nanopartículas de plata sobre CSC de ovario (fenotipo ALDH+/CD133+) 

derivadas de la línea celular A2780 y encontró que el IC50 en esta población y en la 

parental fue aproximadamente 1000 ng/mL. 

 

Finalmente, de la identificación de las fracciones cromatográficas de eDSBCl, las F50 

y F52 fueron las que tuvieron mayor efecto citotóxico significativo GCSC AGS CD44+ 

lo que implica la realización de posteriores estudios químicos de evaluación de 

presencia de compuestos y la identificación de los mismos mediante técnicas 

especializadas. Según la literatura, se han aislado metabolitos de extractos de 

Dracontium spruceanum obteniéndose una variedad de compuestos como el sitosterol 

y estigmasterol, entre otros (Collantes et al., 2011).  Estos compuestos aislados de otras 

plantas han sido probados contra líneas celulares AGS y SNU-1 de cáncer gástrico 

evidenciando efecto citotóxico (Li et al., 2018; Shin et al., 2018; Zhao et al., 2021). Por 

su naturaleza química, se sugiere que estos metabolitos podrían estar presentes en las 

fracciones F50 y F52 utilizadas en el presente estudio.  
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7. CONCLUSIONES 

 

• Las fracciones cromatográficas F50 y F52 del extracto clorofórmico del bulbo de 

Dracontium spruceanum (Zhu,1996) tuvieron el mayor efecto citotóxico a 100 

µg/mL tanto en células madre cancerosas gástricas CD44+ aisladas de la línea 

celular AGS como en línea AGS parental. 

 

 

• Las IC50 de las fracciones F50 y F52 en las células madre cancerosas gástricas 

CD44+ aisladas de la línea celular AGS fue de 25.96 ± 3.0 µg/mL y 33.54 ± 8.8 

µg/mL a las 24h de exposición, respectivamente. Por lo tanto, la fracción 

cromatográfica F50 tuvo menor IC50 que la F52, además en estas 

concentraciones no tienen un efecto citotóxico significativo sobre las células no 

cancerosas 293T. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

• Se sugiere realizar estudios de expresión génica para evaluar las vías de 

señalización implicadas en la citotoxicidad producida por las fracciones 

cromatográficas del extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium spruceanum. 

 

• Debido a la heterogeneidad propia del cáncer, se recomienda evaluar el efecto de 

las fracciones cromatográficas del extracto clorofórmico del bulbo de Dracontium 

spruceanum en otras líneas celulares. 

 

• Los resultados del efecto citotóxico del presente estudio denotan inhibición de la 

proliferación celular de CSC, por ello se recomienda evaluar el porcentaje de CSC 

mediante citometría de flujo posterior al efecto citotóxico. 

 

• Se sugiere caracterizar las estructuras químicas de las fracciones F50 y F52 para 

determinar el o los fitoquímicos con el efecto citotóxico sobre las CSC. 
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Figura 12. Estrategia de Gating para el análisis de citometría de flujo de la linea celular 

AGS parental y las AGS CD44+ A) y las CSC B). Ambas poblaciones celulares se 

sometieron al mismo gating para la posterior evaluación con el anticuerpo anti CD44 

 

 

  



 

57  
  

ANEXO 2 

 

 

 


