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RESUMEN. La coledpteroterapia basada en la medicina tradicional es usada en varios paises, en México la ingesta
de coledpteros como Ulomoides dermestoides es usado en el tratamiento de distintas enfermedades como el cancer. El
proposito de este trabajo fue evaluar la actividad antiproliferativa del extracto metanolico de U. dermestoides mediante
la técnica de viabilidad celular por exclusion con azul tripan. Se encontrd que existe un efecto antiproliferativo en la
concentracion 0.0625 mg/ml en linfocitos humanos estimulados con fitohemaglutinina (PHA), no existen diferencias
significativas en comparacion con el control positivo (Colchicina). La CLso del extracto es de 0.156mg/ml, que de
acuerdo con el Instituto Nacional de Cancer esta concentracion no es téxica. Con respecto a la caracterizacién quimica
del extracto, se detectd cualitativamente la presencia de fenoles, flavonoides y quinonas. Se determind la concentracion
de fenoles totales (11.24 mgEAg/g) y flavonoides totales (0.033 mgEQ/g) asi como la capacidad antioxidante (49.46
ppm). Por lo que se valida cientificamente el uso tradicional de Ulomoides dermestoides como antiproliferativo.
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Antiproliferative effect of the methanol extract of Ulomoides dermestoides Chevrolat
(Coleoptera: Tenebrionidae) in human lymphocytes

ABSTRACT. Coleopteratherapy based on traditional medicine is used in several countries, in Mexico the intake of
Coleoptera as Ulomoides dermestoides is used in the treatment of different diseases such as cancer. The purpose of
this work was to evaluate the antiproliferative activity of the methanolic extract of U. dermestoides by means of cell
viability technique by trypan blue exclusion. It was found that there is an antiproliferative effect in the 0.0625 mg/ml
concentration in human lymphocytes stimulated with phytohemagglutinin (PHA), there are no significant differences
compared to the positive control (Colchicine). The LCs of the extract is 0.156mg / ml, which according to the National
Cancer Institute this concentration is non-toxic. With respect to the chemical characterization of the extract, the
presence of phenols, flavonoids and quinones was detected qualitatively. The concentration of total phenols (11.24
mgEAg/g) and total flavonoids (0.033 mgEQ/g) as well as the antioxidant capacity (49.46 ppm) were determined.
Therefore, the traditional use of Ulomoides dermestoides as an antiproliferative is validated.
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INTRODUCCION

En la actualidad existen un gran nimero de enfermedades ocasionadas por una division celular
anormal o acelerada, tal es el caso del cancer. Estas se caracterizan por un crecimiento
descontrolado en algun tipo celular del cuerpo humano, una de las causas es cuando el material
genético de una célula se ve afectado 0 no se presenta una autorregulacién durante el ciclo celular,
dando origen a las células tumorales (Karp, 2010). Hay diferentes tipos de cancer, los cuales, se
clasifican dependiendo del tejido en donde se producen. Los carcinomas se dan en tejidos
epiteliales o glandulares, los sarcomas en tejido conectivo, los mielomas en células de la médula
0sea, linfomas en tejidos dentro del sistema linfatico y leucemias dentro de células de la sangre. La
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leucemia es un tipo de cancer que afecta a los globulos blancos; estos ayudan al organismo a
combatir las infecciones. Las células que conforman a la sangre se forman en la médula dsea, sin
embargo, en la leucemia, la médula 6sea produce globulos blancos anormales, estas células
reemplazan a las células sanguineas sanas y dificultan que la sangre cumpla su funcién. En la
leucemia linfocitica aguda, también llamada leucemia linfoblastica aguda, hay demasiados
glébulos blancos de un tipo especifico llamados linfocitos o linfoblastos. Este tipo de leucemia es
el cancer mas comun en nifios (NCI, 2015). Algunos tratamientos utilizados para contrarrestar ésta
enfermedad son la radioterapia, quimioterapia, cirugia para extirpar el bazo y terapia dirigida, sin
embargo, algunas deterioran la salud del paciente, causando dafios neurologicos, trombosis,
pérdida de peso y cabello, ademés de tener un alto costo, por lo que la basqueda de tratamientos
alternativos hoy en dia es una prioridad (NCI, 2015). Se ha generado un gran interés en el uso de
la medicina tradicional como es el caso de la coleopteroterapia, la cual se basa en la ingesta de
escarabajos para tratar diferentes enfermedades, y aunque no existen referencias sobre el
seguimiento clinico y/o de experimentacion cientifica en los casos de pacientes que practican la
coleopteroterapia, su uso y eficacia se divulga a partir de testimonios (Cupul-Magafia, 2010).
Ulomoides dermestoides ha sido estudiado debido a la presencia de benzoquinonas y pentadecenos
que son secretadas por las glandulas localizadas en el térax y el abdomen de este organismo, las
cuales son utilizadas por el coledptero como repelentes o irritantes para defenderse contra sus
depredadores y que se han aislado a partir de extractos de distintas polaridades para demostrar que
poseen capacidad antioxidante, actividad antiproliferativa, efecto anti-inflamatorio y actividad
citotoxica en células mononucleares (Santos et al., 2010; Villaverde et al., 2009; Eisner et al.,
1998; Attygalle et al., 1993; Attygalle et al., 1991; Blum 1981; Wirtz et al., 1978). Sin embargo,
el efecto sobre modelos de leucemia no ha sido comprobado. Por lo que el objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto antiproliferativo del extracto metandlico de Ulomoides
dermestoides en linfocitos humanos in vitro.

MATERIALES Y METODO

Se obtuvo una colonia Ulomoides dermestoides donada por un productor particular y se llevo a
cabo el proceso de identificacion de especie por medio de diferentes claves dicotdmicas (Spilman,
1987; Brues y Melander, 1932)

Para la obtencion del extracto se seleccionaron escarabajos en su etapa adulta y se realiz6 una
maceracion exhaustiva con metanol (grado quimico). Posteriormente se dejo el extracto en
evaporacion para eliminar el exceso de solvente.

Para determinar el efecto antiproliferativo se aislaron los linfocitos humanos mediante
centrifugacion por gradiente de densidad (Lomonte, 2007), a partir de una muestra de 10 ml de
sangre periférica de un donador anénimo, una vez aislados los linfocitos, se mantuvieron en
solucidn salina al 0.9 %. Para la preparacion del medio de cultivo se tomaron 50 ml de medio SFM
adicionado con glutamina (Gibco), se afiadieron 2.5 ml. de suero fetal bovino y 2.5 ml. de solucién
antibidtica. Posteriormente en una placa de 24 pozos, se colocaron en cada uno de los pozos 2 ml
de medio. Se afadieron 10,000 linfocitos por cada pozo y se les adiciond6 20 ul de
Fitohemaglutinina (PHA), todo se manejo bajo condiciones estériles y se siguio el protocolo para
la disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos de acuerdo ala NORMA
Oficial Mexicana (NOM-253-SSA1-2012).

Se utilizaron las siguientes concentraciones del extracto metanélico de U. dermestoides 0.0625
mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.250 mg/ml, como control positivo se utilizd Colchicina (Img/ml) y como
control negativo DMSO al 1 %, cada tratamiento contd con cuatro repeticiones. Finalmente se
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incubaron durante 96 hrs a 37 °C con 5 % de CO, Para observar la viabilidad celular se utilizo el
método de azul tripan y se llevo a cabo un conteo de los linfocitos tefiidos de color azul de cada
tratamiento, utilizando cAmara de Neubauer. Se obtuvieron los promedios de cada tratamiento y se
realizd un Andlisis estadistico de Varianza (ANOVA); la Concentracién letal media (CLso) se
calculd6 mediante un analisis de regresion (Porcentaje de supervivencia versus concentracion
logaritmica), se tomd en cuenta el criterio de toxicidad del Instituto Nacional de Cancer (Cordell
et al., 1993). Para ambos andlisis de utilizo el paquete estadistico Graph Pad Prism 6.0. Se
determin6 Capacidad Antioxidante midiendo el grado de decoloracién de una solucién metanoélica
de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) por la adicion del &cido ascorbico a diferentes
concentraciones de 1-100 ppm, de la misma forma fue procesado el extracto, pero con
concentraciones 50-1000 ppm, se midié la absorbancia a 505 nm (Okusa et al., 2007).

Para la caracterizacion quimica se determinaron cualitativamente la presencia de fenoles con
indicador ClsFe, flavonoides utlizando la técnica de Shinoda (Dominguez, 1973) y Quinonas con
indicador de Tolueno (Martinez et al., 2008). Para la cuantificacion de fenoles totales se utilizo el
método de Singleton (Singleton et al., 1999) realizando una curva patron de acido galico y leyendo
en espectrofotémetro a una longitud de onda de 760 nm., obteniendo asi los resultados en mgEAg/g
de muestra. Los flavonoides totales fueron determinados por el método modificado de Dowd
(Amaya et al., 2013) usando una curva patrén de Quercetina de 1 a 100 ppm y leyendo a
espectrofotometro una longitud de onda de 420 nm, expresando los resultados en mgEQ/g de
muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestran los resultados del efecto antiproliferativo del extracto metanolico de
U. dermestoides, donde se puede observar que al cabo de 96 horas los linfocitos en presencia de
fitohemaglutinina (PHA) proliferan en un 50 %, esto se debe que PHA estimula la division de los
linfocitos B y T, logrando que las células reingresen al ciclo celular debido a la induccion de los
genes Hox, los cuales codifican para proteinas que funcionan como factores de transcripcion que
controlan procesos de diferenciacion y desarrollo.

Con respecto a los resultados obtenidos aplicando Colchicina demuestran una inhibicion del
ciclo celular, ya que el nimero de células se mantuvo en 10000, de acuerdo a Voet y Voet (2006),
la colchicina inhibe los procesos celulares dependientes de microtibulos mediante la inhibicion de
la polimerizacion de los protomeros de la tubulina, evitando la formacion del huso mitético, por lo
tanto, la mitosis no puede llevarse a cabo y la célula es incapaz de duplicarse. La concentracién de
0.0625 mg/ml de extracto, tuvo un efecto similar al de la Colchicina ya que no se encontré una
diferencia significativa entre ambos tratamientos (F = 0.99, p < 0.05), por lo que podemos inferir
que ésta concentracion es antiproliferativa al mantener la poblacién de linfocitos en 10,000. Sin
embargo, en la concentracion de 0.125 mg/ml hay una ligera reduccion en la viabilidad de los
linfocitos debido a un posible efecto citotdxico del extracto; ya que en el tratamiento de mayor
concentracion en la contabilizacion de linfocitos se observa una disminucion de 10,000 a 5000
linfocitos encontrando diferencias significativas (F = 0.0223, p < 0.05), por lo que se determiné que
la concentracion letal media (CLso) es de 0.156mg/ml, sin embargo esta concentracion no es toxica
de acuerdo con los estandares del Instituto Nacional de Cancer (NCI por sus siglas en inglés), se
consideran como toxicos los valores de CLsp de < 20 pg/ml para extractos y < 4 pg/ml para
compuestos puros (Cordell et al., 1993).



Davila-Vega et al.: Efecto antiproliferativo del extracto metandlico de Ulomoides dermestoides.

20000 T
%]
o
= * %
0 15000 A
o
<
- * *
o 100004
ke *
o
()
£ 5000
>
2
0- T T
S S S > >
< < <& N &
Q (’) 03 '\(‘ \)\'
) Vv NZ AN N\
v > o < S
Q Q° o N %
Q @) Qf(\
AN
.\o
Q\

Tratamientos

Figura 1: Efecto antiproliferativo del extracto metanolico de Ulomoides dermestoides. Los resultados se muestran
como el dato promedio de cuatro repeticiones * la desviacion estdndar. *diferencia significativa con respecto a la
colchicina (Dunnet’s) p < 0.05. **diferencia significativa con respecto a la fitohemaglutininia (Dunnet’s) p < 0.05.

Los resultados anteriores se relacionan directamente con la presencia de fenoles, flavonoides y
quinonas en el extracto metandlico de U. dermestoides (Cuadro 1), debido a que en el grupo de las
quinonas se encuentran las benzoquinonas y esta reportado que estos compuestos pueden causar
dafio genotoxico a las células (Pandey et al., 2009; Ruiz-Ramos et al., 2005, Hiraku y Kawanishi,
1996), pero a bajas concentraciones puede detener la proliferacion celular (Deloya-Brito y Deloya
2014). De esta manera probablemente el extracto de U. dermestoides en altas concentraciones
puede producir factores oxidativos que afectan directamente a la estructura del DNA de células
tumorales, lo cual disminuye su viabilidad y, por lo tanto, en la concentracién de 0.250 mg/mi
resulta ser citotoxico, y en bajas concentraciones del extracto el efecto es antiproliferativo.

Cuadro 1: Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios en el extracto
metanodlico de Ulomoides dermestoides

Metabolitos Ensayo Coloracion Intensidad
Quinonas Borntranger Rosa +
Fenoles FeCls Verde ++
Flavonoides Shinoda Roja ++

+ Poca presencia ++ Presencia moderada

La capacidad antioxidante media del extracto es de CAs0.49.46 ppm, estos resultados se
relacionan directamente con la concentracion de fenoles (11.24 mgEA/g) y flavonoides (0.033
mgEQ/g) presentes en el extracto de U. dermestoides. Este efecto esta relacionado con la estructura
quimica que presentan, ya que son dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres
atomos de carbono (con la estructura general Ce-C3-Cg), los cuales les brindan propiedades
quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres (Bravo, 1998; Decker et al., 1997),
ademas de la inhibicién de la lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa;
evitando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y de hidroxiperdxidos organicos
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(Helaine y Hagerman, 2006). Asi mismo se ha visto que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2; al mismo tiempo que estimulan
otras con propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superdxido dismutasa, como lo reporta
Escamilla et al. (2009). Comparando la CAsg del extracto con la del &cido ascorbico (CAso: 8.69
ppm) podriamos decir que la capacidad antioxidante del extracto es baja, sin embargo se debe
considerar que el acido ascorbico es un compuesto puro y el extracto de U. dermestoides es una
mezcla de compuestos en donde los compuestos activos estan presentes en trazas.

Se establecio una relacion molecular con los compuestos encontrados en el extracto; las
quinonas en altas concentraciones generan radicales libres que afectan genotoxicamente a la célula,
sin embargo los fenoles y flavonoides actian de manera antioxidante, captando esos radicales libres
evitando asi que afecten a todas las células. Tomando en cuenta la manera en que son ingeridos los
coledpteros se puede inferir que el extracto actda inicialmente como un antiproliferativo en
concentraciones de 0.0625 mg/ml hasta llegar a un efecto citotoxico con 0.250 mg/ml de
concentracion, por lo cual podria ser usado en enfermedades relacionadas con una alta proliferacién
celular.

CONCLUSION

El extracto metanolico de Ulomoides dermestoides presenta actividad antiproliferativa en
linfocitos humanos estimulados con PHA, los compuestos responsables de esta actividad son
fenoles, flavonoides y quinonas gracias a su capacidad antioxidante y a que intervienen en la
regulaciéon del ciclo celular; con este trabajo se valida el uso etnomedicinal de Ulomoides
dermestoides.
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