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Este trabajo constituye el primer estudio fitoquimico y de actividad biol6gica realizado para
Polytrichum juniperinum en Colombia. En éste, se determind que los principales metabolitos
secundarios del extracto etandlico y de las fracciones aisladas de esta briofita son terpenos, polifenoles,
cumarinas, moléculas glicosiladas y sacarosa. Por €l Test de Irwin se establecié que ratones tratados
con el extracto etandlico total o la fraccion en diclorometano experimentaban trastornos motrices
moderadosy transitorios del SNC. Con bajas dosis del extracto y de lafraccién hexéanica se detectd
una actividad depresiva. La actividad citotoxica de la fraccion organica sobre MCF-7 y la fraccion
en diclorometano sobre HEp-2 y MKN-45 resulté promisoria. No se evidencio actividad
antimicrobiana bajo las condiciones de ensayo.

Palabras clave: musgos, Polytrichum juniperinum, Test de Irwin, citotoxicidad invitro, activi-
dad antimicrobiana.

Abstract

Thisisthe first phytochemical and biological activity study made for Polytrichum juniperinum
in Colombia. The principal secondary metabolites of the whole ethanolic extract and fractions
obtained of this briophytawere terpens, polyphenols, cumarins, glycosilated molecules and sucrose.
By Irwin Test, the mice treated with the ethanolic extract or the dichloromethane fraction, show
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slight and temporaly affection in movility and CNS activity. Also when the total extract and
hexanic fractions, were used in low doses, the mice showed depressive activity. The citotoxicity of
organic fraction against MCF-7 and dichloromethane fraction against HEp-2 and HT-29 are
promising. Antimicrobial activity was not evidenced in the conditions of test.

Key words: moss, Polytrichum juniperinum, Irwin Test, in vitro cytotoxicity, antimicrobial

activity.

I ntroduccion

L abusqueda bioguiada de metabolitos biol 6gicamente
activos constituye una de las estrategias empleadas para
el desarrollo de nuevos fa&rmacos. Entre las fuentes de
metabolitos se encuentran las plantas superiores, inferio-
res, organismos marinos, animalesy artropodos (Cordell
etal., 1991). Laaltadiversidad de especies vegetales en
Colombia, la amplia gama de moléculas organicas que
presentany losreportes deinteresantes propiedades biol 6-
gicas, las hacen unadelas principal es fuentes de produc-
tos biol6gicamente activos (Pezzuto, 1997; Sanabria,
1997). Las briofitas (musgos y hepaticas) pertenecen al
grupo de las plantas no vasculares, presentan entre sus
metabolitos, flavonoides, terpenos, esteroides, compues-
tosfendlicosy en general unagran diversidad de estruc-
turas quimicas. Polytrichum juniperinum, objeto de este
trabajo, es una briofita que pertenece a la familia
Polytrichaceae, cosmopdlita distribuida ampliamente en
diferentes paises de Europa, Asiay Américay de lacual
no existe un claro registro de sus principal es metabolitos
secundarios ni evidencias experimental es de las posibles
actividades bioldgicas que estos presentan (Asakawa,
1990; Churchill et al., 1995). Por lo anterior se decidi6
comenzar un estudio sistemético de los principales
metabolitos secundarios de este musgo, asi como el estu-
dio bioguiado de su actividad biolégica.

M aterialesy métodos
M aterial vegetal

El material fue recolectado en lavereda La Cumbre,
San Francisco — Cundinamarca, en las coordenadas geo-
graficas: 4°56'39” N, 74°18'38” E y aunaaltitud de 2100
m. La coleccidn y determinacién taxondmicafueron rea-
lizadas por el botanico E. Linares (No. 10073). Un ejem-
plar testigo se encuentra depositado en el Herbario
Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales
(COL 510107).

El material recolectado se seco durante 5 dias a tem-
peratura ambiente y finalizado este proceso se limpi6.

Posteriormente se pul veriz6 mecani camente empleando un
molino de discos. Con el polvo obtenido, se realizé una
extraccion por percolacion utilizando como solvente etanol
al 96%. El solventefueretirado del extracto apresién redu-
cidautilizando unrotavapor y el residuo obtenido se sec
al vacio utilizando un desecador.

Andlisisfitoquimico preliminar

Para determinar los principal es grupos de metabolitos
presentes en esta planta, el extracto etandlico (EE) y las
fracciones obtenidasfueron analizados usando diferentes
reacciones de coloracion, precipitacion y cromatografia
en capa delgada (CCD). Para el fraccionamiento del ex-
tracto etandlico, se emplearon solventes de diferente po-
laridad (hexano, diclorometano, metanol, butanol y agua);
cada solvente se elimind de las fracciones mediante el
uso de rotavapor o liofilizando segun el caso (Sanabria,
1983; CYTED, 1999).

Aislamientoy purificacion

Lafraccién en diclorometano (FD) (16,2 g), obtenida
por particién del extracto etandlico, se purificé teniendo
en cuenta que reveld la presencia de flavonoides,
cumarinas y terpenos. Para ello se empled una cromato-
grafia en columna a vacio (CCV) la cual se prepar6 con
200 g desilicagel 60 Gy se eluyo con hexano, clorofor-
mo y metanol, purosy en mezclas de polaridad creciente.
L as sub-fracciones obtenidas fueron concentradas, pesa-
das y analizadas mediante CCD y posteriormente reuni-
das en grupos segun sus perfiles cromatogréaficos. Las
muestras con un rendimiento mayor a 100 mg, con mayor
grado de purezay que revelaron manchas propias de na-
cleos quimicos de tipo polifendlico y terpénico, fueron
purificadas mediante cromatografia en capa delgada pre-
parativa (CCDP). Algunas muestras se sometieron a una
previa acetilacion, paradisminuir lapolaridad y asi faci-
litar su purificacién. La acetilacion se realizé con
anhidrido acéticoy piridinasecaen un reactor, atempera-
turaambiente y agitando por 24 horas. Al terminar lare-
accion, lamezcla se puso en un embudo de decantacion,
se adiciond aguafriay luego cloroformo en unarelacion
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1:3 para hacer la extraccion. Para eliminar el exceso de
piridinay de &cido delafaseorganica, serealizaronlava-
dos con acido clorhidrico al 10 %y agua, finalmente esta
fase se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentra.
La muestra fue purificada por CCDP, usando como fase
estacionaria Silica gel 60 G y como eluente clorofor-
mo:metanol en una relacién 90:10. Los productos con
mayor grado de pureza se sometieron atécnicas deidenti-
ficaciéon como: IR (Perkin EImer 1600FT-1R), RMN
(Bruker 400) de H y 3C uni- y bi- dimensional (DEPT,
HOMOCOSY, HMQC Y HMBC) (Crewset al ., 1998).

Estudiosde actividad biol6gica
Test de lrwin

La prueba se realizd con el extracto etandlico total
(EE) vy las fracciones hexanica (FH) y en diclorometano
(FD) en dosis de 2000, 1000, 500 y 250 mg/Kg peso. El
extracto y las fracciones se prepararon en una mezcla de
agua destilada, glicerinay propilenglicol (8:1:1). Los
productos se administraron por viaoral aratones machos
(cepa ICR) de 7-8 semanas de edad. Los parametros del
test fueron evaluadosalos0, 15, 30, 60 y 90 minutosy 2
y 24 horas (Irwin, 1962). Por cada tratamiento se usaron
dos ratones control de lamismaedad de experimentacion
alos que se les administré 0,3 mL del vehiculo por via
oral.

Los ratones que fueron empleados para esta prueba
fueron criados y mantenidos en el Bioterio del Departa-
mento de Farmacia, de la Universidad Nacional de Co-
lombia, sede Bogota, con ciclosde 12h luz/12h oscuridad,
temperatura21+1 °C, aguay comidaalibre demanda. Los
procedimientos realizados en esta prueba siguieron los
lineami entos éti cos establ ecidos en las “ Normas Cientifi-
cas, Técnicasy Administrativas parala Investigacion en
Salud” establecidas en laResolucion No. 008430 de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia.

Actividad antimicrobiana

Usando lametodologiadedifusionengel, seevalué de
forma preliminar la actividad antimicrobiana del extracto
EE, sobre Bacillus subtilis (bacilo Gram positivo),
Micrococus luteus (coco Gram positivo), Escherichia coli
(bacilo Gram negativo), Salmonella spp (bacilo Gram ne-
gativo) y Candida albicans (levadura). Para realizar las
valoraciones, el EE se suspendié en una mezcla de agua-
DMSO (65:35) y partiendo de una solucion madre de 200
mg/mL, se probaron dilucionesde 100, 50, 25, 12,5y 6,25
mg/mL. Seincubaron durante 24 horas a 25°C paralaleva-
duray durante 18 y 24 horas a 36°C para el resto de

microorganismos. L as val oraciones se realizaron por tripli-
cado y en todos | os casos se evalud el efecto del vehiculo.

El mantenimiento delas cepasy lapreparacion delos
inoculos serealizaron de acuerdo a protocol os adaptados
por Sanabriaet al., 2002.

Actividad citotoxica

Paraestasvaloracionesseemplearonlaslineascelula-
res de origen tumoral humano y de crecimiento adheren-
te: HEp-2 (carcinoma de laringe), SiHa (carcinoma de
cérvix), MKN-45 (carcinoma de estomago), HT-29
(adenocarcinomade colon) y MCF-7 (adenocarcinomade
mama). Las lineas se cultivaron en frascos de 75 cm? de
area, con medio minimo esencial (MEM), suplementado
con 5% desuero fetal bovino (FBS), penicilina100 U/mL
y estreptomicina 100 pug/mL. Seincubaron a37°C, en at-
mosfera de 5% de CO, y 100% de humedad relativa.

Parala evaluacion de la actividad citotdxica, se em-
plearon los cultivos en un 90% de confluencia. L as célu-
las se tripsinizaron y se contaron en camara de Neubauer
usando azul de trypan al 0,4% y luego se transfirieron a
placas de microtitulacion de 96 pozos de fondo plano en
las siguientes densidades: MCF-7: 1,5x10% MKN-45:
1,6x10% HT-29: 2x10% HEp-2: 7,5x103 SiHa: 1x104 Tras
un periodo deincubacion de 24h, estas células setrataron
durante 48h con el extracto total (EE) y las fracciones:
hexanica (FH), en diclorometano (FD), metandlica (FM),
butandlica (FB), acuosa (FW) y fase organica total obte-
nida a partir del extracto etandlico (FF). El extractoy las
fracciones sedisolvieron previamente en dimetilsulfoxido
(DM SO) en una concentracion inicial de 135 mg/mL. Al
momento detratar lascélulas, serealizaron cinco dilucio-
nes seriadas en medio de cultivo, evaluando unaconcen-
tracion maximade 270 pg/mL. Como control positivo de
actividad se empled doxorubicinaHCI y se evalué el efec-
to del vehiculo (DMSOQ), el cual fue usado al 0,2% para
evitar su interferencia en los resultados.

Como medidaindirectadel efecto citotdxico, se cuan-
tificé la viabilidad celular empleando el método de re-
duccion del metil tiazol tetrazolio (MTT), establecido por
Mosmann, 1983 y adaptado al laboratorio por Cordero
et al., 2002. Para este ensayo, seretird el tratamientoy se
remplazé por 100 pL de una solucion de MTT (0,25 mg/
ml) en MEM sin suplementar y seincubé a 37°C durante
4 horas. Transcurrido este tiempo seretird el medio con €l
MTT no metabolizado y los cristales de formazan produ-
cidos por las células vivas y metab6licamente activas, se
disolvieron en 100 uL de DM SO. Después de agitar por 5
minutos a 800 rpm, la absorbancia fue leidaa 570 nm en
un lector de placas BIORAD 550.
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Los valores de absorbancia obtenidos se usaron para
calcular y graficar el porcentaje de supervivenciacelular
enfuncién del logaritmo delaconcentracion delostrata-
mientos. Empleando el programa estadistico SAS se cal-
culdlaconcentracion en laque el extracto o lasfracciones
causan lamuerte al 50% de | as células tratadas (CL ).

L os resultados se expresaron como el promedio de la
CL.,dedosensayosrealizados en semanasdiferentesy su
respectiva desviacion estandar (DS) (CL ,, ug/mL + DS).

Resultadosy discusion
Estudio fitoquimico

De 25009 de material vegetal recolectado, se obtuvie-
ron 2315g tras el secado y la molienda. De este material
se extrajeron 93,89 de extracto etandlico seco, estable-
ciéndose un rendimiento del 4% (relacién entre material
vegetal seco/molido y extracto obtenido). El rendimien-
to total del proceso de fraccionamiento del extracto fue
del 85,4%, las fracciones FH, FW y FD mostraron el ma-

yor rendimiento con porcentajes del 33,8, 30y 17,3%. El
rendimiento de lafraccion FB fuedel 2,5% vy el delaFM
del 1,8%.

Los resultados del andlisis fitoquimico preliminar
nmuest ran quePolytrichum juniperinum presentaentre sus
metabolitos secundariosterpenos, flavonoides, cumarinas
y moléculasglicosiladasy estos sedistribuyen enlasfrac-
ciones de acuerdo a su polaridad. Sobre el extractoy las
fracciones poco polares se realizaron ademas ensayos para
determinar |a presencia de captadores de radicales libres.
Usando los reveladores DPPH y [-caroteno, se observo
gue extracto etandlicoy las fracciones FF, FH y FD, pre-
sentan manchas que dan positivo con ambosreveladores,
lo que indica la presencia de sustancias captadoras de
radicales libres, con un posible efecto antioxidante.

Pruebas para alcaloides, antraquinonas y glicosidos
cardioténicos resultaron negativas paraestaplanta(Tablal).

Del proceso de sub-fraccionamiento y purificacion de
lafraccién en diclorometano se aislaron diferentes mues-

Tabla 1. Resultados del estudio fitoquimico preliminar de fracciones aisladas de Polytrichum juniperinum

COMPUESTOS PRUEBA FRACCIONES
EE FW FB FF FH FD FM
Dragendor ff - - - - - - -
Alcaloides Mayer ) } ; . R - -
Reineckato - - - - - - -
Flavonoides NP-PEG + - + + - + +
Godin + + + + + + +
Terpenoides —
Acido
Ortofosférico * 0 0 + + + 0
Acido
Lactonas Ortofosférico ) 0 0 ) - - 0
sesquiter pénicas Hidroxamato
e - 0 0 - - - 0
férrico
Cardendlidos Raymond - - - - - - -
uv + - - + - + -
Cumarinas Hidroxamato + i i N i . .
férrico
Captadoresde DPPH + 0 0 + + + 0
Radicaleslibres b-caroteno . 0 0 R N R 0

EE, extracto etandlico; FW, fraccion acuosa; FB, fraccién butandlica; FH, fraccién hexanica;, FM, fraccién metandlica; FF, fraccion
organica; FD, fraccion en diclorometano. (+): positivo, (-): negativo y (0): no evaluado.
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trascon un alto grado de pureza, por andlisisde IR, RMN
IH y 13C, espectros HOMOCOSY y DEPT selogro determi-
nar que estas muestras presentaron mezclas de estructuras
arométicas que corresponden en su mayoria a moléculas
de tipo polifendlico.

Durante la concentracién del extracto etandlico, un
s6lido denominado PJ-S1 precipitd en una cantidad rela-
tivamente altay con un alto grado de pureza. Los analisis
espectroscépicos IRy RMN *H y 13C mostraron un com-
portamiento idéntico al descrito por Breitmaier et al.,
1987 para la sacarosa.

Como producto de la acetilacion de una subfraccion
diclorometanica, se obtuvo el sélido PJ-Ac 12-41 FD.
Usando diferentes pruebas de resonancia magnéticanuclear
(*H , BC, HMQC y HMBC) se determiné que este sélido
corresponde aunamezcladonde el principal constituyen-
teesun éster del 4cido ftalico decadenalineal. Losvalores
de los desplazamientos quimicos para las sefiaes del es-
pectrode RMN, y que serelacionan conlaporcion alifética
de lamolécula aislada se presentan en la Tabla 2.

Actividad biol6gica
Test de Irwin

Aunque la via intraperitoneal se usa con mayor fre-
cuencia para administrar |os tratamientos en este tipo de
ensayos, en este trabajo se empled la via oral pues el
tamario de particula de la preparacion no resulté | o sufi-
cientemente fino para usar la primera via de administra-
cién. Losresultadosdelaprueba(Tabla3), mostraron que
los animales tratados con el extracto EE presentaron una
alteracion de la actividad motora moderaday transitoria,
al igual que leves cambios en laconducta. Paralas mayo-

Tabla 2. Valores de los Desplazamientos Quimicos (ppm) para
las sefiales del espectro de RMN de la Fraccién PJ- Ac-12-41
FD aislada de Polytrichum juniperinum

CARBONO d Carbono ppm d Hidr6geno ppm
(CH) 79.21 4.75
(CH) 79.45 3.23
(CH) 7143 3.76
(CH) 63.71 3.76
(CH) 69.99 3.23
(CH) 69.99 3.00
(CH) 30.38 2.15
(CH) 38.75 1.67

res dosis (1000 y 2000 mg/kg peso) se presentd una
estimulacion del SNC y depresion para las dosis mas ba-
jas (500 y 250 mg/Kg peso). Con todas las dosis se evi-
dencié incoordinacion motora, reflejada por el aumento
del poligono de sustentacion. A las 24h de administra-
cién no se presento letalidad ni trastornos en el compor-
tamiento de los animal es tratados.

Conel findeverificar si este comportamiento se mante-
nia a medida que se realizaba el fraccionamiento del ex-
tracto, se ensayaron las fracciones FD y FH. Estas se
escogieron por su alto rendimiento. La respuesta de los
animales (Tabla3), frente a estos tratamientos, difiere para
algunos parametros, |o que sugiere que el fraccionamiento
del extracto hace que la concentracion de algunos
metabolitos se aumente o disminuya. Posiblemente en al-
gunos casos la pérdida del efecto esta relacionada con
sinergismos entre mol écul as poco activasindividua mente.

Actividad antimicrobiana

L os resultados obtenidos bajo las condiciones de este
ensayo mostraron que el extracto EE no muestra activi-

Tabla 3. Resultados Test de Irwin de 3 productos aislados de Polytrichum juniperinum.

1+ Aumento de actividad; & Disminucién de actividad; --- No evaluado.

Muestra Extracto Fraccién Fraccién en
Dosis Etandlico Hexanica Diclorometano
. 8 Actividad motora
250 mg /Kg 8 Actividad motora Exoftaimia -—--
1 Actividad motora Pasividad
500 mg /Kg © Poligono sustentacion Adormecimiento
Endoftalmia Temor manipulacion
{ Actividad motora 0 Actividad motora Pasividad
1000 mg/Kg 1 Poligono sustentacion Exoftalmia Adormecimiento
1 Ereccion cola Temor manipulacion
8 Actividad motora .
1 Actividad motora & Fuerza prensil g éﬁ:’i‘c’)'s".j(‘;‘gdmomra
2000 mg/Kg 1+ Poligono sustentacion 0 Reaccion darma Temor
1 Ereccion cola Fasciculaciones
Temor.
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dad contralos microorganismos de prueba. Sin embargo,
no debe descartarse del todo esta actividad, pues el ensa-
yo realizado es una prueba preliminar.

Las fracciones y muestras puras aisladas no fueron
evaluadas.

Actividad citotéxica
Controles

Las lineas celulares mostraron ser sensibles a la
Doxorubicina HCI, agente antineoplasico de uso en cli-
nica, y empleado aqui para verificar en todas las valora-
cioneslasensibilidad delas lineas celulares (Cor der o et
al., 2002).

En todos|os casos se observo que el DM SO, empleado
como vehiculo paraladisolucion delosextractosvegeta-
les, no present0 actividad citotdxicasobreningunadelas
Iineas celulares, lo que indica que a las concentraciones
en que fue empleado (maximo 0.2%), no interfiere con el
resultado.

Tratamientos

El extracto etandlico total de Polytrichumjuniperinum
mostro actividad citotéxica, sin embargo esta fue
pronisori asol osobre 9 Ha(90. 6+ 1. 90ug/mL), losvalo-
resdelas CL  calculados paralaslineas restantes supera-
ron los 100 pug/mL, valor de referencia empleado parala
seleccion de productos de origen natural con potencial
actividad anticancer (Boyd M, 1997).

Las fracciones FM, FD y FF mostraron actividad
citotoxica sobre algunas de las lineas. Con base en los
valores las CL, (Tabla 4), podrian ser consideras
promisorias las actividades de la fraccién en diclorome-

tano sobre MK-45y HEp-2, y laactividad delafraccién FF
sobrelalineacelular MCF-7. Lafracci6n metandlicatam-
bién mostro actividad sobre las |ineas celulares HEp-2 y
MK-45, aunque los valores de CL ., son mayores que los
calculados para lafraccion en diclorometano sobre estas
mismas lineas.

Lasfracciones FD y FM generaron unadisminucién en
el porcentaje de supervivenciade lalineacelular HT-29,
losvalores de CL ,, son mostrados en la tabla 4.

L asfracciones hexanica, acuosay butanélicano mos-
traron actividad bajo las condiciones de ensayo.

EnlaTabla4 se muestran los valores de CL ., para to-
daslasfracciones queresultaron activasy en laGrafical
se muestra la reduccion de la supervivencia celular indu-
cida por las fracciones con actividad citotoxica.

120% 1 -a MKN-45 Virs FD

—e-MCF-7 Vrs FF
100% 4

-a_HEp-2Vrs FM
80% 4 —a4—HT-29 Vrs FM
60% 4

40% A

% de Supervi vencia

20% 4

0% T T T T
0,3 0,8 13 18 2,3

Logaritmo de la concentracién (pg/ml)
Gréfica 1. Efecto citotdxico de las fracciones Polytrichum

juniperinum sobre cultivos de lineas celulares de origen
tumoral humano.

Tabla 4. Valores dela CL, para Doxorubicina, el extracto etandlico total y fracciones asiladas de Polytrichum juniperinum

L inea DOXO* EE FD FM FF
Tto Hg/mL pg/mL pg/mL Hg/mL pg/mL
HEp-2 0.071 £ 0.021° 104.9 £ 6.04 494+ 5.72 87.4+552 100< CL50 <270
SiHa 0.37 £ 0.225 90.6 £ 1.90 108.4 = 7.76 100< CL50 <270 100< CL50 <270
MKN-45 0.12 + 0.002 148.7 + 4.09 34.1+18.09 97.1+1.47 100< CL50 <270
HT-29 0.49 + 0.002 100< CL, < 270 780+ 7.42 119.2 + 3.18 100< CL, < 270
MCF-7 0.043 + 0.03 211.3 + 13.49 825+ 253 113.3+5.73 50.33 + 0.07

a. DOXO, doxorubicina, EE, extracto etandlico; FD, fraccion en diclorometano; FM, fraccion metandlica; FF, fraccion organica. b. Media +

desviacion estandar.
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Conclusiones

L os estudiosrealizados sugieren que el musgo Polytri-
chum juniperinum podria ser una fuente importante de
terpenos, flavonoides, cumarinasy mol éculas glicosiladas.
En cuanto ala actividad bioldgica, se puede indicar que
algunos de estos metabolitos podrian ser responsables de
las alteraciones observadas sobreel SNC en el Test delrwin
y laactividad citotéxica observada sobre el modeloinvitro
de lineas celulares de origen tumoral humano.
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