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RESUMEN

Objetivos. Determinar la toxicidad y el efecto quimioprotector del extracto alcaloideo de Melocactus bellavistensis
(cactus globoso) sobre el cancer de colon inducido en ratas con 1,2 dimetilhidrazina (DMH). Materiales y métodos. Se
obtuvo el extracto alcaloideo de la parte carnosa de Melocactus bellavistensis, posteriormente, se realizd un ensayo de
toxicidad aguda en 30 ratones de cepas Balb C57. Para evaluar su efecto quimioprotector se indujo el cancer de colon
en 45 ratas Holtzmann con DMH, segun el siguiente disefio experimental: un grupo control con: polisorbato de sodio (PS)
a 2 mL/kg y cuatro grupos con DMH 20 mg/kg mas 0, 1, 5 y 10 mg/kg de extracto alcaloideo de Melocactus bellavistensis
respectivamente. Resultados. Con una muestra de 5 g de extracto alcaloideo se determiné una DL50 mayor a 1000
mg/mL en el ensayo de toxicidad aguda del extracto alcaloideo de Melocactus bellavistensis. Los resultados del efecto
quimioprotector en los indicadores de estudio histopatoldgico revelaron que a las dosis de 5 y 10 mg/kg demostraron
actividad antitumoral significativa en el cancer de colon inducido por dimetilhidrazina en ratas con 100% de inhibicion
de neoplasia. Conclusiones. En condiciones experimentales, el extracto de alcaloides de Melocactus bellavistensis
demostré tener efecto quimioprotector en cancer de colon inducido por dimetilhidrazina en ratas.

Palabras clave: cancer de colon, Melocactus bellavistensis, alcaloides, 1,2-dimetilhidrazina, toxicidad, efecto
quimioprotector (Fuente: DeCS BIREME)

CHEMOPROTECTIVE EFFECT OF THE ALKALOID EXTRACT OF Melocactus
bellavistensis AGAINST COLON CANCER INDUCED IN RATS USING

1,2-DIMETHYLHYDRAZINE

ABSTRACT

Objectives. To determine the toxicity and chemoprotective effect of the alkaloid extract of Melocactus bellavistensis
against colon cancer induced in rats using 1,2-dimethylhydrazine (DMH). Materials and methods. The alkaloid extract
was obtained from the fleshy part of M. bellavistensis, and an acute toxicity test was then carried out on 30 mice of
the Balb C57 strain. To assess its chemoprotective effect, colon cancer was induced in 45 Holtzman rats using DMH
according to the following experimental design: one control group received 2 mL/kg sodium polysorbate, and four groups
received 20 mg/kg DMH plus 0, 1, 5, or 10 mg/kg M. bellavistensis alkaloid extract. Results. With a sample of 5 g of
alkaloid extract, an LD50 greater than 1000 mg/mL was determined in the acute toxicity test. Histological indicators
revealed that the 5 and 10 mg/kg doses had significant anti-tumor activity with 100% neoplasia inhibition against DMH-
induced colon cancer in rats. Conclusions. Under experimental conditions, the alkaloid extract of M. bellavistensis has
a chemoprotective effect against DMH-induced colon cancer in rats.

Key words: Colon cancer, Melocactus bellavistensis, alkaloid, 1.2-dimethylhydrazine, toxicity, chemopreventive effect.
(Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

En la actualidad, el cancer es una de las principales causas
de muerte a escala mundial. Se le atribuyen 8,2 millones de
defunciones ocurridas en todo el mundo en 2012, y entre
los principales tipos se encuentra el cancer de colon, que es
la cuarta causa principal de muerte por cancer en el mundo
y afecta en igual proporcién a hombres y mujeres (. En el
Peru, el cancer colorrectal esta entre los cinco de mayor
prevalencia @. Las plantas tienen una larga historia en el
tratamiento del cancer, aunque muchas veces han sido
observadas con cierto escepticismo por las caracteristicas
propias de la enfermedad ©4. De los productos de origen
natural con actividad anticancerigena, los mas conocidos
son los alcaloides de la vinca (vinblastina y vincristina)
aisladas de Catharanthus roseus (C. roseus), que fueron
usadas en varias culturas para el tratamiento de la
diabetes #9). Es asi que en nuestro pais existen numerosas
especies con propiedades medicinales que requieren ser
estudiadas. Es ampliamente conocido que alcaloides de
origen vegetal poseen actividad anticancerigena, como
por ejemplo: los alcaloides de la vinca ©, la campotecina,
el placitaxol, la berberina y la capsaicina®”. La familia
Cactaceae comprende mas de 1500 especies, pero solo
recientemente unas pocas de ellas han sido ensayadas por
sus atributos quimiopreventivos y anticancerigenos, como
Opuntia ficus ®. Por lo que es importante evaluar plantas
nativas de la familia Cactaceae, para evaluar su poder
citotoxico, en especial de sus alcaloides; asi, Melocactus
bellavistensis (cactus globoso) fue seleccionado para esta
investigacion.

Los modelos experimentales in vivo de cancer de
colon se han utilizado como bioensayos para el estudio
de sustancias potencialmente protectoras frente a
la carcinogénesis del colon ©. Entre los modelos
experimentales de cancer de colon, los agentes que
destacan para la induccion son la 1,2-dimetilhidrazina y
el azoximetano (AOM). La dimetilhidrazina (DMH) es uno
de los carcindgenos quimicos mas efectivos que induce
cancer del colon en el 80 a 100% de las ratas, entre 5y
7 meses posteriores al inicio del tratamiento (19

La dimetilhidrazina se metaboliza en el higado, dando como
resultado intermediario al azoximetano; finalmente, este
dara lugar a un agente carcinogenénico (ion diazonium),el
cual, por alquilacion de macromoléculas como el ADN,
produce mutacion M.El metabolismo de este carcindégeno
genera sustancias citotdxicas para los colonocitos a las
pocas horas de la induccion (2. Esta etapa de iniciacion
se caracteriza por cambios en la homeostasis del epitelio
intestinal que conducen al aumento de la proliferacion.
También es capaz de producir efectos téxicos en diferentes
lugares del tumor . La flora intestinal, la dieta y el estado
inmune de los ratones pueden interferir con el metabolismo
de los compuestos carcinogénicos y, de ese modo, influir
en su concentracion local efectiva 4,

Sobre la base de los estudios preliminares (% se
evalud el efecto del extracto alcaloideo de Melocactus

bellavistensis, frente al cancer de colon en ratas albinas
(Holtzmann) con DMH.

MATERIALES Y METODOS

La obtencion del extracto alcaloideo, a partir de la parte
carnosa de Melocactus bellavistensis, fue realizada
por el método de maceracién, usando metanol como
solvente ("®. Previamente, en el macerado se determin6
la presencia de alcaloides, para lo cual el extracto fue
sometido a cromatografia de capa fina (CCF), usando
una cromatoplaca de silicagel 60F de 20 x 20 cm, como
medio de solventes se usoé cloroformo:metanol (8:0,8 v/v)
y como revelador el reactivo de Dragendorf('”,

El extracto fue concentrado en un evaporador
rotatorio, luego tratado con amoniaco concentrado en
un recipiente de color ambar con tapa hermética por
48 h. El extracto alcalino se tratdé con diclorometano,
filtrado y lavado con agua destilada, en un embudo
de decantacion, la fase organica se acidificé con una
solucién de acido clorhidrico diluido; la fase acuosa
nuevamente se alcalinizdé en una soluciéon de amoniaco
al 10%, los alcaloides totales fueron extraidos con éter
etilico. Finalmente, el solvente fue removido a presion
reducida, precipitando el alcaloide que se dejo secar('®,

Para la determinacion de la toxicidad aguda (dosis
letal 50:DL50) se utilizo treinta ratones machos cepa
Balb C57 adquiridos en el Instituto Nacional de
Salud, su peso promedio fue de 26 + 1 g al inicio
del experimento; los ratones fueron mantenidos en
un cuarto a temperatura controlada de 20 + 2 °C, con
un ciclo de luz/oscuridad de 12-12 h. La alimentacion
consistio en ratonina peletizada y agua a voluntad @,

Los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en
grupos de seis cada uno. Se les administré la sustancia
mezclada con polisorbato de sodio al 3% por via oral;
al grupo 1 se le administré 10 mL/kg de polisorbato
de sodio al 3%; al segundo, tercer, cuarto y quinto
grupo, 10 mg/kg, 100 mg/kg, 500 mg/kg y 1000 mg/kg
del extracto alcaloideo, respectivamente. Los animales
fueron observados constantemente durante las primeras
24 h, luego se continud la observacion diariamente
durante 14 dias, registrando cualquier sintoma téxico
que pudiera presentarse @',

Para la evaluacion del efecto quimioprotector se indujo
el cancer de colon a 45 ratas Holtzmann con 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) segun Nalini et al., 200405,
con modificaciones en pesos de ratas en el tiempo de
administracion de DMH. Los animales utilizados para el
estudio tenian dos meses y medio de edad con pesos
260 * 10 g; divididas aleatoriamente segun el siguiente
disefio experimental: primer grupo: polisorbato de
sodio a 2 mL/kg; segundo grupo: DMH 20 mg/kg; tercer
grupo, DMH mas extracto alcaloideo de Melocactus
bellavistensis a dosis de 1 mg/kg, cuarto grupo, DMH mas
extracto alcaloideo de Melocactus bellavistensis a dosis
de 5 mg/kg; quinto grupo DMH mas extracto alcaloideo
de Melocactus bellavistensis a dosis de 10 mg/kg.
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Ladimetilhidrazina (DMH)fue preparada como unasolucién
que contenia 400 mg de DMH disuelto en 100 mL de agua
destilada estéril, 37 mg de EDTA como agente estabilizador
y mantenida a pH 6,5 con hidréxido de sodio. Se administrd
20 mg/kg de peso corporal por via subcutdnea una vez
a la semana, durante 18 semanas. Se administré por via
oral el extracto de alcaloides de Melocactus bellavistensis
(cactus globoso) y el polisorbato de sodio al 3% por medio
de una sonda metalica, iniciandose simultdaneamente con
la primera inoculacién de DMH hasta las 18 semanas que
duro el estudio @2,

El dltimo dia del estudio, una hora después de la
administracion del extracto alcaloideo, las ratas fueron
sacrificadas con pentobarbital 100 mg/kg, y se les extrajo
el colon para el analisis histopatoldgico, este fue lavado
suavemente con solucién salina para remover la sangre
y los detritos adheridos al tejido; las zonas de masa
tumoral fueron fijadas en solucion de formol al 10%,
tamponado por 7 dias; luego, se seleccioné partes de 3-5
um vy fijadas en parafina, posteriormente fueron tefiidas
con hematoxilina y eosina. Los criterios de evaluacion
fueron en base a las observaciones microscopicas:
neoplasia, displasia 2. Para catalogar a la displasia y la
neoplasia se tomé en cuenta lo siguiente:

Displasia: colon con picnosis, células de nucleo
picnotico en la base de las glandulas de células basales,
algunas agrupadas en forma de ramilletes, indicando
polimorfonucleares con anisonucleosis (nucleos de
distinto tamafio y direccion).

Neoplasia: colon con placas de Peyer con ganglios
hipertrofiados, hipertrofia de placas de Peyer; conjunto
de células redondas (macréfagos y células plasmaticas
en el intersticio que hace relieve en luz a manera de
penacho, crecimiento anormal.

El analisis estadistico para evaluar el efecto
quimioprotector fue la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk y, posteriormente, la prueba no paramétrica de
Krustal Wallis con un 95 % de nivel de confianza.

Para los experimentos con animales se siguié las
recomendaciones éticas para manejo de animales de
experimentacion del Instituto Nacional de Salud del Pera (9.

RESULTADOS

Se obtuvo 5 g de extracto alcaloideo luego de procesar
4,7 kg de la parte carnosa del Melocactus bellavistensis,
la presencia de alcaloides fue confirmada por el ensayo
de cromatografia fina (resultados no mostrados).

El estudio de toxicidad aguda mostré que la
administracion por via oral del extracto alcaloideo de
Melocactus bellavistensis, a las dosis ensayadas, no
indujo cambios ni muertes a las 6 y 24 h de observacion,
llegando a permanecer los ratones en aparente buen
estado general hasta los quince dias de observacion,
esto es una indicacién que en las dosis ensayadas
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los alcaloides presentes en el extracto de Melocactus
bellavistensis no inducen la muerte, y que la dosis letal
50 es mayor a los 1000 mg/kg cuando se administra por
via oral a estos animales.

Respecto a los diversos parametros evaluados en el
modelo experimental del efecto quimioprotector, en la
Tabla 1 se resume el porcentaje de las observaciones
histopatolégicas del colon de ratas inducidas con cancer
de colon por DMH y que recibieron el extracto alcaloideo
de Melocactus bellavistensis, se puede destacar que
en los grupos tratados con el extracto alcaloideo no se
observo neoplasia y se aceptd la hipétesis de que existe
diferencia significativa entre los tipos de tratamiento
y la fase de desarrollo de cancer (normal, displasia y
neoplasia), luego de aplicar, en primer lugar, la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk, que revelé que se
deberia trabajar con pruebas no paramétricas como
la de Krustal Wallis, al aplicar esta ultima prueba con
un nivel de confianza de 95% se encontré un p <0,05
en todos los casos. Es asi que a las concentraciones
de 10, 5 y 1 mg/kg no se observa neoplasia y hay
porcentaje de displasia de 33,3%, 22,2% y 33,3%,
respectivamente. De esta manera, demostramos que
a las concentraciones trabajadas hay una diferencia
significativa respecto al grupo de animales tratados con
el toxico, donde se desarrolld neoplasia y displasia en
un 66,7 y 33,3%, respectivamente.

En la Figura 1 tenemos las observaciones
histopatolégicas del colon de ratas a quienes se les

Tabla 1. Observaciones histopatoldgicas del colon de
ratas, inducidas con cancer de colon por dimetilhidra-
zina (DMH) y que recibieron el extracto alcaloideo de
Melocactus bellavistensis (porcentaje de frecuencia)

O_bservacic}n_ Tratamiento Frecuencia
histopatolégica (%)
Normal Solucién PS 100
DMH 0
DMH + extracto 1 mg/kg 33,3
DMH + extracto 5 mg/kg 77,8
DMH + extracto 10 mg/kg 66,7
Displasia Solucion PS 0
DMH 33,3
DMH + extracto 1 mg/kg 66,7
DMH + extracto 5 mg/kg 22,2
DMH + extracto 10 mg/kg 33,3
Neoplasia Solucién PS 0
DMH 66,7
DMH + extracto 1 mg/kg 0
DMH + extracto 5 mg/kg 0
DMH + extracto 10 mg/kg 0

PS: polisorbato de sodio al 3%

La evaluacion estadistica se realizd mediante la prueba de Kruskal-
Wallis, para determinar la distribucién en cada grupo de etapa de cancer
respecto a las categorias de tratamiento; nivel de significancia de 0,05.
Normal (p=0,01), displasia (p=0,049), neoplasia (p=0,01)
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Figura 1. Observaciones histopatoldgicas del colon de ratas a quienes se les indujo el cancer de colon por
dimetilhidrazina (DMH) y que recibieron los alcaloides de Melocactus bellavistensis (cactus globoso). 1. Normal
(SSF) 2 mL/kg. 2. Dimetilhidrazina 20 mg/kg. 3. DMH + extracto alcaloideo 1 mg/kg. 4.DMH + extracto alcaloideo
5 mg/kg. 5.DMH + extracto alcaloideo 10 mg/kg

indujo el cancer de colon por dimetilhidrazina (DMH)
y que recibieron el extracto alcaloideo de Melocactus
bellavistensis (cactus globoso).

DISCUSION

En la parte carnosa de Melocactus bellavistensis se
encontraron alcaloides, hallazgo que concuerda con el
trabajo de Acosta et al. @); Britt& Rose @Y también reportan
la presencia del alcaloide cactina en Melocactus communis,
lo cual confirma que las especies del género Melocactus
presentan este importante metabolito secundario.

Hasta el momento no se han realizado estudios
sobre la citotoxicidad ni actividad farmacolégica del
extracto alcaloideo de Melocactus bellavistensis
(cactus globoso), razén por la cual no podemos hacer
comparaciones de resultados para dicha especie. Los
resultados obtenidos en este trabajo se compararan
con estudios similares realizados en otras especies y
géneros de la familia Cactaceae.

En la evaluacion histopatologica del tejido de colon
de las ratas tratadas con el extracto alcaloideo de
Melocactus bellavistensis (cactus globoso), se observé

una menor cantidad de células de tejido colénico con
morfologia alterada; asi, a medida que aumentaron
las concentraciones del extracto alcaloideo de M.
bellavistensis, disminuye considerablemente el dafio
celulary la formacién de tumores. Un posible mecanismo
seria que la administracién del extracto alcaloideo de M.
bellavistensis aumentaria la capacidad del organismo de
destruir las células alteradas y que esta se encuentra en
relacién directa a la concentracion. En un estudio con
un modelo similar, Justil et al.?® demostraron el efecto
antitumoral in vivo del extracto etandlico de las hojas
de Baccharis genistelloides, encontrando que la dosis
de 500 mg/kg de este extracto presenta una mayor
actividad dosis dependiente, al igual que los resultados
obtenidos en nuestro estudio, ya que si la comparamos
con la dosis de 10 mg/kg del extracto de alcaloides
de M. bellavistensis solo mostré un ligero aumento de
glandulas colénicas con infiltracion discreta, ademas
de la presencia de monocitos; similares resultados se
observaron con la dosis intermedia de 250 mg/kg, dosis
equivalente a la de 5 mg/kg de nuestro estudio, donde
no hubo compromiso fuera de la membrana basal y
con la dosis menor de 100 mg/kg, que equivaldria a la
de 1mg/kg, se observd adenocarcinoma glandular; asi
también, en cuanto a los grupos con dimetilhidrazina,
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en donde en ambos estudios se observd neoplasia, con
tumoraciones colénicas. Este es el primer reporte de una
actividad biolégica de la especie Melocactus bellavistensis,
e inclusive tampoco hay reportes cientificos de actividades
biolégicas en otras especies del género Melocactus. Los
curanderos la usan como sustituto del cacto columnar
san pedro, como planta visionaria. También, en pequefias
dosis, se come el parénquima y los frutos para aplacar
la sed y el hambre. En muchos lugares de ceja de selva
se cultiva en macetas como planta ornamental; similares
usos se le atribuyen a la especie Melocactus bahiensis
(Britton & Rose) Luetzelb®@®.

La familia Cactaceae comprende mas de 1500 especies,
pero hasta hace poco solo algunas de ellas han sido
probadas por sus atributos quimiopreventivos y contra
el cancer. Las plantas de la familia de las cactaceas son
principalmente desérticas y semidesérticas, las cuales,
debido a condiciones de estrés ambientales adversas
(escasez de agua, radiacion fuerte, las diferencias de
temperatura, y el pobre suelo) pueden haber desarrollado
sistemas de defensa altamente eficaces, lo que les
permite hacer frente con éxito el medioambiente. Estos
sistemas de defensa estan hechos de fitoquimicos, tales
como alcaloides, flavonoides, terpenos, y taninos, que ya
demostraron notable bioactividad contra enfermedades
humanas tales como el cancer y la diabetes ©®. Es asi
que, a pesar del limitado tamafio de muestra de ratas en
el disefio del ensayo de la actividad quimioprotectora, los
metabolitos secundarios, y en particular los alcaloides de
la cactacea Melocactus bellavistensis, podrian explicar
dicha actividad.

No existen reportes sobre la actividad de alcaloides
con actividad anticancerigena en la familia Cactaceae,
pero si se reporta la accién antineoplasica de betaina
aislada de Opuntia ficus-indica, fitol y a-tocoferol aisladas
de Pleskiableo (Kunth) DC, peniocerol aislada de
Mirtillocactus geometricus, acido betulinico aislado de
Stenocereus stellatus y polisacaridos de cactaceas no
identificadas ®); aunque ninguna de ellas ensayada contra
modelos de cancer de colon ya sea in vivo o in vitro.

No hay estudios contra modelos de cancer de colon
in vivo en la familia cactaceae, excepto el reportado en
la presente investigacién; sin embargo, en el estudio
realizado por Chavez-Santoscoy et al. demostraron que el
jugo de la Opuntia violaceae tenia efecto anticancerigeno
contra la linea celular de cancer de colon Caco-2 ?". Por
otro lado, en la familia Cactaceae se han reportado varios
estudios in vivo de los efectos anticancerigenos, entre
ellos el del extracto acuoso de la penca de Opuntia ficus-
indica, que revierte el efecto del cancer hepatico inducido
por aflatoxina B1 en ratones machos BALB/c ?®); el del
extracto acuoso de la pera de Opuntia ficus-indica, el cual
suprime el crecimiento de tumores en ratones hembra
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BALC/c xenoinjertado con células SKOV3 relacionadas
con cancer cervical ®. En otro estudio se reporta que el
polvo del fruto del cactus de Opuntia humifusa disminuye
el numero de papilomas y la hiperplasia epidermal en
ratones hembra BALC/c tratadas con 7, 12-Dimetilbenz[a]
antraceno ©. Todo esto avala el potencial de la familia
Cactaceae como fuente de anticancerigenos, entre ellos
al Melocactus bellavistensis.

Los alcaloides del Melocactus bellavistensis serian los
responsables de la accion quimioprotectora, existen
evidencias en otros estudios que los alcaloides tienen
esta accion sobre el cancer de colon, entre ellos
tenemos a la chabamida G y la sintenpiridona (amida
alcaloides del género Piper) que mostraron potente
actividad contra lineas celulares de adenocarcinoma
de colon (COLO-205 y HT-20) @Y, un derivado del
alcaloide fenantroindolizidina, YPC-10157, que tuvo
un fuerte efecto antitumoral en modelos xenoinjertados
de cancer de colon y leucemia ©2; por otro lado, la
berberina, alcaloide cuaternario isoquinolina, presente
en numerosas plantas medicinales, fue probada por
su potencial quimioprotector en células de cancer de
colon (SW480) e inhibid la proliferacion de estas de una
manera dosis- y tiempo-dependiente ©3. Finalmente,
el posible mecanismo de accion de los alcaloides
contra el cancer de colon estan relacionados a la
detencion del ciclo celular, induccion de apoptosis e
inhibicion de la inflamacién, que fueron demostrados
experimentalmente con el alcaloide berberina ¢34, por
lo que es posible que alguno de estos mecanismos sea
el responsable de la accion quimioprotectora de los
alcaloides del Melocactus bellavistensis.

En conclusion, la dosis letal 50 por via oral del extracto
alcaloideo de Melocactus bellavistensis (cactus globoso)
en ratones, a dosis Unica, estaria por encima de 1000
mg/kg, y en condiciones experimentales presentd efecto
quimioprotector sobre el cancer de colon inducido en ratas
por 1,2-dimetilhidrazina, con reduccién de los niveles de
displasia e inhibicién de neoplasia.
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