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El género Agave, cuyo significado es “noble” o “admirable han sido utilizados por los habitantes de
Mesoamérica desde hace aproximadamente 9,000 afios (Callen 1965, citado por Gentry 1982). En general,
antes de la llegada de los espafoles la utilidad de los agaves fue para la produccién de azucares y fibras.
Su uso decayd cuando el cultivo de la cafia de azucar llegd a México con los conquistadores. Especies de
Agave importantes en la producciéon de fibras son el “henequén” (Agave fourcroides) y Agave sisalana
(Gentry 1982). Sin embargo, estas fibras naturales estan siendo desplazadas por las fibras sintéticas. Desde
la antigliedad se han usado de manera tradicional segun reportes en el Cddice Badiano (1552). Los
Aztecas se caracterizaron por realizar una clasificacion de acuerdo al uso de cada planta asombrando a los
europeos durante la conquista de América. En esta investigacion se realizo un estudio fitoquimico a fin de
tener extractos de polaridad creciente, estos fueron sometidos a pruebas para determinar su actividad
citotoxica. (Hauad 2009). El ensayo de proliferacion celular por MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolio) desarrollado por Mossman, es un método simple, versatil y cominmente usado
para la determinacion de la viabilidad celular y evaluacion del efecto de diferentes productos de accion
biolégica (agentes citotdxicos). Para determinar el efecto de cada extracto, en una placa de 96 pozos de
fondo plano se sembraron 5,000 células B16F10/pozo y se incubaron durante una noche en 200 (/L de
medio RPMI11640/10% SFB en una atmosfera a 37°C, 95% O, y 5% CO,. Al término de la incubacion, se
aplicaron los siguientes tratamientos: IMMUNEPOTENT CRP, en diferentes concentraciones (0, 30, 60,
90, 120, 150, 180 y 210 pL) de cada extracto terminado el periodo de incubacion se leyé la absorbancia se
determind a 540nm mediante un lector dellSA Bio-tek Instruments, Inc. (Winooski, VT) modelo EL311,
Hamburg. Los resultados se muestran como el porcentaje de viabilidad celular relativa (VCR). Todos los
extractos obtenidos presentaron una citotoxicidad variable.
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Agave gender whose meaning is “noble” or “admirable, the inhabitants of Mesoamérica used this term
since approximately 9,000 years (Callen 1965, mentioned by Gentry 1982). In general, before the arrival
of the Spanish, the utility of Agave was for the production of you sugar and fibers. The Agave use
decayed when the sugar cane arrived in Mexico with the conquerors. Important Agave species in the
production of fibers are the “henequen” (Agave fourcroides) and Agave sisalana (Gentry 1982). However,
these natural fibers are being displaced by the synthetic fibers. From the ancients they have been used in a
traditional way according to reports in the Badiano Codice (1552). The Aztecs were characterized to carry
out a classification according to the use of each plant, astonishing the Europeans during the conquest of
America. In this research one study was carries out in order to have extracts of growing polarity. These
extracts were subjected to tests cytotoxicity activity. (Hauad 2009). The cellular proliferation trial by MTT
(Bromide of 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) developed by Mossman, is a simple and
versatile method. Commonly it is used for determination of cellular viability and the evaluation of
different products of biological action (Cytotoxicity agents). To determine the effect of each extract, in a
plate of 96 deep badge of plane bottom 5,000 cells B16F10/pozo were sowed and incubated during one
night in 200 pL

The used media was RPMI11640/10% SFB in an atmosphere at 37°C, 95% 02 and 5% CO2. At the end of
the incubation, the following treatments were applied: IMMUNEPOTENT CRP, in different
concentrations (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 uL) of each extract, end the absorbance was read. It
was determined at 540nm by means of a reader delISA Bio-tek Instruments, Inc. (Winooski, VT), model
EL311, Hamburg. The results are shown as the percentage of relative cellular viability (VCR). All the
obtained extracts presented a variable cytotoxicity.
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INTRODUCCION

El Agave tequilana presenta metabolismo
acido de las crasulaceas. Este tipo de
metabolismo se descubrid en especies de la
familia Crassulaceae, razén por la cual a los
vegetales que lo presentan se les denomina
plantas CAM (por sus siglas en inglés). Este
metabolismo se caracteriza por que los estomas
se mantienen abiertos durante la noche para
absorber biéxido de carbono, en tanto que en el
dia los estomas permanecen cerrados para evitar
la pérdida de humedad. Los agaves, al igual que
otras plantas CAM, almacenan el bidxido de
carbono que fijan durante el periodo de
oscuridad (por la enzima fosfoenol piruvato
carboxilasa-PEPcasa) en forma de acidos
orgénicos, por lo cual tienden a incrementar la
acidez por las noches. Se ha encontrado que las
temperaturas calidas nocturnas reducen la
actividad de la mencionada enzima (Pimienta et
al., 2000), por lo cual disminuye también la
produccion de azlcares y la consecuente
acumulacién de los mismos en los tejidos de
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reserva (Pimienta et al., 1999). El metabolismo
CAM es un mecanismo de adaptacion de las
plantas de zonas éridas para facilitar la
fotosintesis y ahorrar agua (Nobel y Hartsock
1976, Kluge 1979, Nobel 1994).

Agave tequilana Weber “azul”. Descripcion

Planta de 1.5 a 1.8 m de alto; tallo reducido y
cubierto por las hojas las cuales se encuentran
aglomeradas formando wuna roseta. Hojas
lanceoladas, de color azul glauco, de 1 al.45 m
de largo y 7 a 11 cm de ancho en la parte media,
con una espina apical de 8 a 20 mm de largo y
numerosos  dientes  marginales  curvados,
ganchudos, de 5 a 6 mm de largo. Inflorescencia
de 3 a 6 m de longitud, con 20 a 35
ramificaciones en cuyos extremos se encuentran
las flores. Flores color verde amarillento, el
ovario 23 a 38 mm de largo y 7 mm de diametro,
estambres color amarillento. Fruto seco cuando
maduro, capsular, de alrededor de 3.5 cm de
largo y 2.4 cm de diametro. Semillas aplanadas,
de color negro. Florece de junio a agosto,
fructifica de septiembre a diciembre.
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MATERIALES Y METODOS
Elaboracién de Extractos de Agave

En Las pencas de se sometieron a extracciones
exhaustivas a través de solventes de polaridad
creciente a fin de obtener los diferentes
compuestos quimicos de interés terapéutico. El
proceso se llevé a cabo utilizando extractores
soxhlet a fin de obtener extractos a las 46 horas,
posteriormente las fracciones de cada solvente se
sometieron a evaporacion con un Rotavapor
Biicchi y llevadas a sequedad bajo presién
reducida. Se realizaron cromatografias en ccd
con una variedad de solventes y determinar los
compuestos presentes determinando su Rf,
observacion bajo luz ultra violeta. Sometidos los
extractos a pruebas quimicas para determinar la
presencia de sustancias como son: sapogeninas
esteroidales, de donde se pueden derivar
compuestos anticonceptivos, antiinflamatorios y
hormonas sexuales., pruebas para azucares ya se
han reportado en cantidades considerables.(
Hauad et al., 2009) Posteriormente los extractos
de agave fueron sometidos a pruebas biolégicas
y determinar asi su grado de citotoxicidad
mediante la técnica de MTT.

Ensayo de viabilidad celular mediante la técnica
de MTT

El ensayo de proliferacién celular por MTT
(Bromuro de  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio) desarrollado por Mossman, es
un método simple, versétil y cominmente usado
para la determinacion de la viabilidad celular y
evaluacion del efecto de diferentes productos de
accion biologica (agentes citotdxicos). Para
determinar el efecto de cada extracto, en una
placa de 96 pozos de fondo plano se sembraron
5,000 células B16F10/pozo y se incubaron
durante una noche en 200 pL de medio
RPMI1640/10% SFB en una atmosfera a 37°C,
95% O, y 5% CO,. Al término de la incubacion,
se aplicaron los siguientes tratamientos: Agave
tequilana  metandlico,  Agave  tequilana
cloroférmico, Agave tequilana hexano (polvo), ,
en diferentes concentraciones (0, 30, 60, 90, 120,
150, 180 y 210 pL) de cada extracto.
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Posteriormente se incubaron durante 72 h en una
atmosfera a 37°C, 95% O, y 5% CO,, se lavaron
con medio RPMI1640/10% SFB y se
adicionaron  20uL de  MTT  (Sigma,
USA)(5mg/ml) por pozo y se incubaron en una
atmosferaa 37°C, 95% O, y 5% CO, durante un
periodo de 2-4 horas, para disolver los granulos
de formazan, se adicionaron 80 puL de DMSO y
la absorbancia se determiné a 540nm mediante
un lector dellSA Bio-tek Instruments, Inc.
(Winooski, VT) modelo EL311, Hamburg. Los
resultados se muestran como el porcentaje de
viabilidad celular relativa (VCR).

RESULTADOS

Efecto de los diferentes extractos sobre la
viabilidad de las células de melanoma
murino B16F10

Los resultados obtenidos muestran que los
tratamientos con Agave tequilana metandlico,
Agave tequilana cloroférmico, Agave tequilana
hexano (polvo), afectaron el crecimiento de las
células B16F10 de una manera dependiente de
dosis: En el caso de Agave tequilana, podemos
observar que en todos los casos hay un efecto
citotoxico a partir de la dosis de 30 pL tal como
se muestran a continuacion: Agave tequilana
metanolico, 30uL (86.84% VCR), 60 pL
(81.73% VCR), 90 uL (73.27% VCR), 120 uL
(65.83% VCR), 150 pL (61.59% VCR), 180 pL
(56.20% VCR), 200 pL (55.55% VCR). Agave
tequilana cloroférmico 30 pL (59.84% VCR), 60
pL (59.84% VCR), 90 pL (58.97% VCR), 120
pL (58.43% VCR), 150 pL (57.83% VCR), 180
pL (55.93% VCR), 200 pL (55.82% VCR).
Agave tequilana hexano (polvo) 30 pL (85.14%
VCR), 60 pL (80.29% VCR), 90 pL (76.89%
VCR), 120 pL (66.50% VCR), 150 pL (66.27%
VCR), 180 pL (68.29% VCR), 200 pL (67.37%
VCR). Sin embargo podemos observar que el
mayor efecto obtenido es del extracto metandlico
a una concentracion de 200 uL, dejando 55.55%
de VCR, a diferencia de los extractos
cloroformico y hexano donde se obtienen
55.88% y 67.37% de VCR a una concentracion
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de 200 pL respectivamente, tal como se observa extractos se incrementa de una manera tiempo,
en las Figuras 1, 2, 3, y donde podemos dosis dependiente (P<0.05).
observar que el efecto citotdxico celular de los

Agave tequilana Metanélico
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Figura 1. Efecto del Extracto Metanélico de A. tequilana sobre las células de Melanoma B16F10: 5,000 células
fueron tratadas con diluciones del extracto a una concentracion de 1.38 mg/m: e incubadas a 37° C en una atmosfera
de 95 % CO, , durante un periodo de 72 hrs. Adicionadas de 20 uL de MTT y se incubaron 4 hrs. Posteriormente se
adicion6 Buffer de lisis y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. La D.O. se ley6 a 540 nm. Los datos
representan por triplicado las medias con su D.S. La viabilidad celular relativa se representa como el % de células
vivas * P< 0.05 en comparacion con el control.
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Agave tequilana Cloroférmico
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Figura 2. Efecto del Agave tequilana cloroférmicosobre las células de Melanoma B16F10: 5,000 células B16F10,
fueron tratadas con diluciones de Agave tequilana cloroférmico a una concentracion de 1.38mg/ml e incubadas a
37°C en una atmdsfera a 95% O, y 5% CO, durante 72 hrs. Luego, se les agregaron 20 ml de MTT y se incubaron
durante 4 hrs. Posteriormente se les agregaron 80ml de Buffer de lisis y se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente. La D.O. de las muestras fueron leidas a 540 nm. Los datos representan por triplicado las medias con su
DS. La viabilidad celular relativa es representada como el % de células vivas. *P<0.05 en comparacion con el
control.
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Agave tequilana Hexano (polvo)
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Figura 3. Efecto del Agave tequilana hexano sobre las células de Melanoma B16F10: 5,000 células B16F10, fueron
tratadas con diluciones de Agave tequilana hexano (polvo) a una concentracion de 1.38mg/ml e incubadas a 37°C en
una atmdsfera a 95% O, y 5% CO, durante 72 hrs. Luego, se les agregaron 20 ml de MTT vy se incubaron durante 4
hrs. Posteriormente se les agregaron 80ml de Buffer de lisis y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. La
D.O. de las muestras fueron leidas a 540 nm. Los datos representan por triplicado las medias con su DS. La
viabilidad celular relativa es representada como el % de células vivas. *P<0.05 en comparacién con el control.

CONCLUSIONES

De esta investigacion destaca la capacidad de
inhibicion de las células de melanoma murino
B16F10 a partir de 30 microlitros (1.38 mg/ml),
lo que pone en evidencia la presencia de
productos quimicos de importante actividad
biolégica en particular citotdéxica. Ello nos
motiva a continuar el monitoreo de cada extracto
hasta el aislamiento de compuestos puros. Su
identificacion y elucidacion de las estructuras
quimicas presentes utilizando para ello métodos
espectroscopicos tales como: .R.,R.M.N., S.M.
entre otros.
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