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Resumen

Heliotropium angiospermum (Boraginaceae) mejor conocida como cola de alacran, es una
herbacea de amplia distribucion neotropical. Caracterizada por presentar propiedades
antiinflamatorias, antiespasmodicas, digestivas, dermatoldgicas, cardiotdnicas vy
anticancerigenas; utilizada en la Medicina Tradicional para tratar padecimientos del
aparato digestivo y urinario, empleando tallo y hojas de dicha especie.

Se conoce poco sobre la fitoquimica de esta planta, estudios han reportado la presencia
de alcaloides derivados de pirrolizidina, lindelofidina, y glicésidos como el blumenol A 'y B.
Sin embargo, no se han desarrollado estudios que profundicen sobre su composicién
quimica, por ello, en el presente estudio se realizd el analisis fitoquimico preliminar de los
extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum mediante reacciones
de coloracién y precipitacion. Este consistié en una serie de reacciones especificas para
cada metabolito secundario: glicosidos cardiotonicos (Baljet, Lieberman y Keller-Killani),
alcaloides (Dragendorf y Mayer), taninos (gelatina-sal), flavonoides (Shinoda), saponinas
(espuma), cumarinas (hidroxamato férrico), antroquinonas (Borntrager), esteroides y
triterpenos libres (Lieberman) y lactonas sesquiterpénicas (Lieberman e hidroxamato
férrico).

Ademas, se analizé la actividad antioxidante in vivo administrando 5 y 10 mg/Kg de
extractos hidroalcohdlico y acuoso a ratones hembra de la cepa CD-1 durante trece dias e
inducidos a un proceso carcinogénico con la finalidad de cuantificar la concentracion de
nitritos (Griees- Saltzman y Biuret) y la actividad de la enzima catalasa (Chance y
Machley) en homogenado de higado.

Se detectd la presencia de alcaloides, glicosidos cardiotonicos, saponinas, esteroides y
triterpenos libres en el extracto hidroalcohdlico, mientras que en el acuoso flavonoides,
alcaloides, glicésidos cardioténicos y cumarinas. Los resultados obtenidos indican que los
extractos hidroalcohdlico y acuoso disminuyen la concentracion de nitritos en el
homogenado de higado, siendo mayor el efecto en los extractos a dosis de 5 mg/Kg. Con
respecto a la actividad de catalasa se observo un incremento en la actividad de esta
enzima, sobre todo en el grupo tratado con el extrato hidroalcohdlico de hoja a dosis de
10 mg/Kg. En condiciones experimentales se mostré que los extractos hidroalcohdlico y
acuoso de Heliotropium angiospermum ejercen un efecto antioxidante.

Gora SJhon Torres Konzdter —
(Joerngale; )
L (
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l. Introduccion

Durante el proceso evolutivo, con la aparicién de organismos fotosintéticos, el oxigeno se
acumulé de manera significativa en la atmdsfera terrestre, hecho que hizo posible el
desarrollo de la vida aerdbica (Hansberg, 2002). La utilizacion del oxigeno por las células
resultd en el aumento en la produccion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
(ERO), lo cual requirio el desarrollo de mecanismos antioxidantes (Garcia et al., 2012).

Cuando existe un desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes, se establece una
situacion de estrés oxidativo (EO), que se caracteriza por su capacidad de reaccionar con
distintas biomoléculas generando dafos permanentes al ADN (Hart et al., 2012), dando
como resultado patologias como el cancer, diabetes y alteraciones cardiovasculares
(Llacuna, 2012).

El cancer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial ocasiondas por la
interaccion de factores genéticos y epigenéticos (fisicos y quimicos), que producen la
degeneracion de las células, originando lesiones precancerosas y finalmente tumores
malignos, que inicialmente se localizan en algun 6rgano o tejido y al no ser tratados
oportunamente pueden diseminarse a otros 6rganos (metastasis) (INEGI, 2013).

A nivel mundial, este padecimiento es considerado una de las principales causas de
mortalidad. Siendo el cancer de mama el mas comun entre las mujeres en todo el mundo,
pues representa el 16% de todos los canceres femeninos (OMS, Carga mundial de
morbilidad, 2012). El cancer de mama es una enfermedad sistémica que manifiesta una
proliferaciéon maligna de células epiteliales que revisten los conductos o lobulillos y que
presenta una capacidad de infiltracién y metastasis, lo cual genera proliferacion acelerada
y no controlada, con fallas en el balance hormonal y en la capacidad de respuesta del
tejido mamario (Elias et al., 2008; Martinez et al., 2007; Moreno, 2009).

En diversos estudios se ha demostrado que la induccion o inhibicién de la proliferacion
celular depende de las concentraciones de oxidantes y antioxidantes de la célula (Valko et
al., 2007). Ante esta premisa, estudios corroboran la reduccion del riesgo de padecer
algun tipo de cancer con la ingesta de antioxidantes (Llacuna, 2012).

Bajo este contexto, se ha considerado a las plantas como principal fuente de compuestos
antioxidantes. Por este motivo, investigaciones recientes se han enfocado en evaluar el
efecto de terapias antioxidantes mediante la aplicacion de compuestos extraidos de
plantas.

Debido a las propiedades reportadas para Heliotropium angiospermum y a la variabilidad
en su metabolismo secundario, en el presente estudio se realizd el analisis fitoquimico
preliminar de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de dicha especie, mediante
reacciones de coloracién y precipitacion; asi como su actividad antioxidante en un modelo
murino de cancer.

Gora SJhon Torres Konzdter —
(Joerngale; )
. (
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Il. Marco Teérico
2.1 Radicales libres

Un radical libre (RL) es un atomo o molécula que tiene en su estructura un electron
desapareado en su orbital exterior (Maldonado et al., 2010), con gran capacidad de formar
otros radicales por reacciones quimicas en cadena, ya que tienden a captar un electrén
de otros atomos con la finalidad de alcanzar su estabilidad electroquimica, lo que les
confiere gran inestabilidad y reactividad, (Castillo et al., 2003), lo que les permite
reaccionar con un elevado numero de moléculas, como: las proteinas, fosfolipidos de
membrana celular, acidos nucleicos (ADN) y lipoproteinas de baja densidad. Primero
oxidandolas y luego atacando sus estructuras. La vida media de un RL es de
nanosegundos a milisegundos, tiempo necesario para captar un electrén de las
biomoléculas, con el fin de lograr su estabilidad electroquimica (Saez, 2009).

2.1.1 Biomecanismos de formacion de radicales libres

La biogénesis de RL es un proceso que acontece y que es inherente a la naturaleza
aerobia de los seres vivos, siendo el resultado natural de la oxido-reduccion de las
moléculas organicas (Saez, 2009). Estos RL pueden formarse a través de tres
biomecanismos; transferencia electrénica, pérdida de un protén de la molécula y ruptura
homolitica de un enlace covalente (Maldonado et al., 2010).

Productos del metabolismo celular, los RL son generados en mitocondrias, lisosomas,
peroxisomas, membrana nuclear, citoplasma y reticulo endoplasmico (Pérez et al., 2008;
Lozada, 2009).

A nivel extracelular, la formacién de RL se genera principalmente por factores fisicos y
quimicos. Entre los fisicos destacan la radiaciones ionizantes y entre los factores
quimicos, la contaminacion ambiental, humo de cigarrillo, medicamentos, aditivos
quimicos en alimentos procesados y algunos xenobibticos como pesticidas, herbicidas y
fungicidas (Adachi et al., 2004).

2.1.2 Radicales libres, estrés oxidativo y su relacién con el cancer

En condiciones fisiolégicas normales, el organismo mantiene un complejo sistema
antioxidante, como el glutation, las vitaminas C y E, asi como enzimaticos (catalasa,
superoéxido dismutasa y peroxidasa) (Coulter et al., 2007).

Cuando existe un desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes, se establece una
situacion conocida como estrés oxidativo (EO), que da lugar a un dano celular. El cual se
agrava por reduccién de sistemas antioxidantes, catalisis prooxidante o un aumento en los
precursores de radicales libres, e inclusive, una combinacion de todos ellos (Llacuna,

a(%’[l(/’ﬂ/ 1%’(/’// r%/’()’)/ ( g\('//()N(I//{))” )
3 (

— |



FES
Sl

2012). Son numerosas las patologias que han sido asociadas con este desbalance entre
oxidantes y antioxidantes; como la ateroesclerosis, el cancer, el Alzheimer, la diabetes,
enfermedades autoinmunes, inflamatorias crénicas, situaciones de dafo por isquemia y
repercusion en los tejidos, etc., (Mayor, 2010).

Particularmente la asociacion entre cancer y EO es compleja, ya que el EO resulta de un
desequilibrio entre la produccién de RL, asi como de los sistemas antioxidantes del
organismo, ya que ha sido demostrado que estas especies quimicas pueden inducir
varios tipos de cancer; pero al mismo tiempo, estas células transformadas generan mas
radicales que las células normales (Hirota, 1999).

El cancer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial, caracterizada
principalmente por un crecimiento anormal, una proliferacion acelerada y no controlada de
las células, con capacidad de formar un tumor y metastasis en diferentes tejidos. El estrés
oxidativo y el proceso tumoral se encuentran estrechamente relacionados a través de la
oxidacion del material genético (Kuchino et al., 1987).

Desde 1990 distintas investigaciones sefalan que una pequefia cantidad de oxidantes,
como el peréxido de hidrogeno, juegan un papel crucial como segundos mensajeros en la
transduccion de sefales para la activacion, diferenciacion y proliferaciéon celular. Parece
ser que la induccién o inhibicion de la  proliferacion celular depende de las
concentraciones de oxidantes y antioxidantes en la célula. En un ambiente con un nivel
reducido de estos agentes se estimula la proliferacion; sin embargo, un ligero cambio
hacia un ambiente oxidadante induce la apoptosis 0 necrosis celular. Por lo que se puede
decir que la apoptosis es inducida por un estimulo moderado de oxidantes y la necrosis
por un efecto oxidante intenso (Maldonado et al., 2010).

2.1.3 Especies reactivas

Se forman como productos del metabolismo de los RL. Las especies reactivas incluyen a
las de oxigeno (ERO), del hierro (RIS), de cobre (RCS), y del nitrogeno (ERN). Estas
especies quimicas, se forman como productos del metabolismo de los radicales libres, y
aunque no todas son radicales libres, son moléculas que se transforman facilmente en
radicales libres lo que les confiere la caracteristica de ser compuestos muy dafinos para
las células (Martinez et al., 2003).

2.1.4 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El oxigeno es indispensable para los organismos aerdbicos, pero a su vez es
potencialmente téxico para todos los seres vivientes (Maldonado et al., 2010). Muchas
reacciones en las que participa el O, generan especies reactivas de oxigeno (EROs), que
se producen por la reduccion univalente de oxigeno, generando principalmente a
radicales como: el anién superdxido (Oy), perdxido (O,?) y el radical hidroxilo (*OH), este
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ultimo extremadamente reactivo (Valdez et al., 2004), ademas de compuestos no
radicales como: el peréxido de hidrégeno (H,O.) (Tabla 1).

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

RADICALES NO RADICALES
Anién Superoéxido: Oy Peréxido de hidrégeno: H202
Hidroxilo: ‘HO Oxigeno singulete: "0,
Peréxido 0,° Ozono [o
Perhidroxilo: HOy Acido hipocloroso CIOH

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno (ERO). Modificado de Maldonado 2010; Pérez et al., 2008; Lozada
et al., 2009.

Las ERO regulan diversos procesos fisioldgicos y pueden formarse en distintos tipos
celulares como: fagocitos, macrofagos, neutréfilos y fibroblastos, en compartimentos
como el citosol, membrana plasmatica, reticulo endoplasmico, etc., uno de los mas
importantes y con mayor formacion de RL debido a su funcion primordial de produccion de
energia quimica es la cadena transportadora de electrones mitocondrial (Fig.1) (Halliwell,
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Fig. 1. Cadena de transporte de electrones mitocondrial. Es considerada la mayor fuente de formacién de
radicales libres. Cercadel 5 al 10% del oxigeno, incorpora electrones procedentes de los transportadores de la
cadena respiratoria, responsable de laformacién del anion O y HO;, que por accion de la superdxido
dismutasa (SOD) se origina una especie mas reactiva, el H,O,, que en presencia de metales de transicién en
estado reducido como Fe®' (11, Cu (1), Co (I) y Ni (II), es transformada en otramucho mas reactiva: el -OH, a
través de la reaccion de Haber-Weiss o Fenton. Imagen tomada de: Krinsky, 1992.
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2.1.5 Especies reactivas de nitrégeno (ERN)

El representante mas sobresaliente de las ERN es el 6xido nitrico (¢ NO), el cual, es un
radical libre diatdmico, de vida media corta y sintetizado en los organismos vivos a partir
de L-arginina por una familia de enzimas denominadas 6xido nitrico sintasas (NOS) (Fig.
2) (Saavedra et al., 2004). Bajo ciertas condiciones el * NO puede ser convertido a otras
ERN (Tabla 2), tales como: el catién nitrosonio (NO+ ), anién nitroxilo (NO- ), peroxinitrito
(ONOOQ") y el dioxido de nitrégeno (NO, ) (Pérez et al., 2008).

! NH> b N’OH Hzi o
NADPH NADP* 1/2 NADPH 1/2 NADP*
COO~ alolon COO™
L—arglnlna ’-hldroxl—L-argmma L-citrulina
Figura 2. Reaccion general de 6xido nitrico sintasa. Tomado de: Krinsky, 1992.
ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO
RADICALES Pro-radical
Oxido Nitrico: (NO") Acido nitroso: (HNO»)
Diéxido de Nitrégeno: (NOy) Catién nitrosilo: (NO™)
Aniodn nitrosilo: (NO)
Tetréxido dinitrogenado: (N2O4)
Trioxido dinitrogendo: (N2O3)
Peroxinitrito: (ONOO)
Acido peroxinitroso: (ONOOH)
Cation nitrilo: (NOY)

Tabla 2. Especies reactivas de nitrogeno (ERN). Modificado de: Haliwell, 2006.

Las ERN pueden alterar la estructura de diversas macromoléculas, como es el caso de
las moléculas de ADN en donde provocan, junto con las especies reactivas de oxigeno,
rotura de la cadena de nucledtidos; si el dafio es extenso, la célula sera incapaz de
funcionar y morira, ya sea por necrosis o apoptosis en donde la membrana celular y otros
organelos son “atacados” por los radicales libres derivados del oxigeno y del nitrégeno,
poniendo en riesgo la integridad del tejido y, en su caso, el 6rgano afectado (Hernandez,
2014). Por este motivo, la produccion excesiva de ERN estd asociada a diversas
patologias, tales como la diabetes mellitus, la isquemia-reperfusién y diversos procesos
inflamatorios (Grenfell, 2006).
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2.1.6 Oxido nitrico (NO)

El NO es un gas incoloro escasamente soluble en agua (<2 mmol), bajo condiciones de
25 °C, 1 atm de presion y humedad ambiente presenta una vida media de 3.8 a 6.2 s. Se
caracteriza por presentar un electrén no apareado en su capa de valencia externa, lo que
lo convierte en una molécula paramagnética con naturaleza de radical libre.

Este gas media efectos fisiolégicos cuando se produce en pequenas cantidades (<10 pM),
interviniendo en procesos como la neurotransmision, la vasodilatacion, la repuesta
inmune, pues los macrofagos producen oéxido nitrico como parte de sus mecanismos
citotoxicos (Maldonado et al., 2010). En contraste los efectos patoldgicos se generan
cuando el NO' se produce en concentraciones elevadas (Duchen et al., 2004), induciendo
la formacién de ERN.

2.1.7 Sintesis de 6xido nitrico

El NO es producido en las células por tres isoformas de la éxido nitrico sintasa (tipo |,
dependiente de Ca?*; tipo II, no regulada por Ca?*; y tipo Ill, dependiente del sistema Ca?*-
calmodulina) (Tabla 3), actuando como activador de la guanilato ciclasa la cual
incrementa la concentracion del guanosin monofosfato ciclico (GMPc), facilitando asi la
transmisién neuronal, promoviendo la relajacién vascular, inhibiendo la proliferacion de
células de musculo liso vascular, la agregacion y adherencia de plaquetas y leucocitos.
Las concentraciones en un organismo vivo se encuentran entre 10 nM a 1 uM (Ferrer et
al., 1998).

Isoforma Otro nombre Peso molecular Regulacion Localizacion
NOS tipol  nNOS 0 bNOS 155 Kda Ca " /calmodulina Neuronas del SNC y SNP,
neuroglias, islotes del
pancreas
NOS tipo Il INOS 125 Kda Expresion  inducida Macréfagos, hepatocitos,
por citosinas y células musculares lisas,
endotoxinas neutroéfilos y otros
NOS tipo Il eNOS 135Kda Ca " /calmodulina Endotelio vascular, rifion y
plaguetas

Tabla 3. Isoformas del 6xido nitrico sintasa (NOS). Tomado de: Ferrer et al., 1998.

La sintesis de oxido nitrico puede ser regulada por glucocorticoides y agentes
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) que reducen la producciéon de este gas, asi
como por los propios niveles de NO a través de mecanismos de retroalimentacion
negativa.

El NO puede ser cuantificado a partir de sus metabolitos estables como NO, y NO" 3, a
través de métodos directos (cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas,
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cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplada a detectores electroquimicos,
resonancia electronica paramagnética quimioluminiscencia) y por métodos indirectos
(espectrometria de masas, espectrometria de UV-Vis y métodos electrométricos). Sin
embargo la técnica mas utilizada es la deteccion colorida con el reactivo de Griess. Esta
reaccién involucra la formacion de un cromoforo mediante la diazoacion de la
sulfanilamida con acido nitroso, seguida por la union de una amina biciclica (Hernandez,
2013).

2.1.8 Dano celular mediado por radicales libres

Si bien es cierto que los RL son productos sintetizados de manera natural en el
organismo, cuando se generan de manera excesiva pueden provocar dafio celular en
diferentes macromoléculas (Tabla 4).

Dano celular mediado por RL

Macromolécula Dano generado
Peroxidacion lipidica provocada por el HO'; , oxigeno singulete ('O.), peroxido de
hidrogeno (H20>) y radical hidroxilo (HO’). Generando pérdida de la flexibilidad y de
LiPIDOS las funciones secretoras, asi como de los gradientes idénicos a ambos lados de la
membrana lipidica.
Los radicales pueden impedir su actividad catalizadora, ocasionando la
despolimerizacién de polisacaridos, lo que da lugar a procesos degenerativos.
En el &cido hialurdnico, la exposicién a agentes oxidantes, sobre todo al radical
ENZIMAS superoxido, provoca su fragmentacion, lo que conduce a la desestabilizacion del
tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial.
El radical hidroxilo tiene un espectro amplio de reactividad sobre aminoacidos
fisiolégicos, ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por
i ultimo hay formacién de grupos carbonilos. Esta oxidacion puede generar un cambio
PROTEINAS conformacional de la proteina y como consecuencia la pérdida o modificacion de su
funcién biolégica. El dafio oxidante suele ser irreversible y puede conducir a la
desnaturalizacion de la proteina.
Ocurren fendbmenos de mutaciones y carcinogénesis, pérdida de expresién o sintesis
de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones oxidativas de las

ADN bases, delecciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas,
reordenamientos cromosomicos y desmetilacién de citosinas del ADN que activan
genes.

Tabla 4. Daiio celular mediado por RL. Modificado de Kim et al., 2002; Maldonado et al, 2010; Stadman et
al., 2003; Venereo, 2002.

El dafo celular es ejercido principalmente por la peroxidacion de lipidos de la membrana,
permitiendo el paso de radicales libres y calcio, el cual genera dafno mitocondrial,
liberando al medio intracelular mas radicales libres, los cuales provocan una reaccion en
cadena, oxidando a su paso proteinas, carbohidratos, lipidos de membrana (mitocondrial,
nuclear y de reticulo) incluso el propio DNA (Colak, 2008; Venereo et al., 2002) (Fig. 3)
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Figura 3. Dafio celular mediado por radicales libres.

2.1.9 Papel de los radicales libres en las etapas de la carcinogénesis

El estrés oxidante y el proceso tumoral se encuentran estrechamente relacionados a
través de la oxidacién del material genético, siendo la molécula de ADN uno de los
principales blancos del ataque por radicales libres en la célula y las modificaciones que sufre
como consecuencia de esos ataques son relevantes para la pérdida de la homeostasis
celular (Zorrilla, 2004).

En la molécula de ADN, los grupos nucleofilicos de la desoxirribosa y de las bases
nitrogenadas quedan expuestos al ataque electrofilico de las especies reactivas del oxigeno
(ERO), que llegan al interior del nucleo celular ya sean generadas como consecuencia de un
agente externo, asi como consecuencia de procesos metabdlicos celulares (Shi et al., 1996).

Existen diferentes tipos de dafo oxidativo al ADN, como la ruptura del esqueleto azicar
fosfato de una o dos de sus hebras (Garcia et al., 2012), modificaciéon de bases
nitrogenadas y la formaciéon de uniones cruzadas, produciendo sitios apirimidinicos,
provocando a su vez ruptura de la cadena de ADN y por ende inestabilidad genética. En
la tabla 5 se describen los efectos de los radicales libres sobre el ADN durante el proceso
carcinogénico.
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Accidn de los radicales libres sobre el ADN: carcinogénesis

Efecto sobre el ADN Accioén de los radicales
Modificacion de bases La accion del OH da lugar a méas de 20 modificaciones y entre ellas la mas
del ADN frecuente es la 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG) que tiene un potencial

altamente mutagénico al igual que la 5-hidroximetil-2-desoxiuridina.

Depurinacion de bases Se generan por ruptura del enlace glicosidico, que puede resultar del ataque al

del ADN y formacién de azucar por parte del OH', radiaciones ionizantes y H>O».

sitios AP

Rupturas de una cadena Escision del enlace fosfodiéster. por ataque quimico o de radicales libres a la

del ADN porcion desoxirribosa del esqueleto del ADN.

Mutaciones Por un incremento en la velocidad de la mutagénesis endégena como efecto
del ataque por EROS

Activacion de oncogenes Inducido por oxidantes como el H,O2, Oz, oxigeno hiperbarico y el ozono.

e inactivacion de genes

supresores

Induccién de metastasis El ataque por radicales libres a las células endoteliales causa la liberacion de
proteasas que pueden con posterioridad, degradar la membrana basal y
generar compuestos quimicos que atraen a las células tumorales

Tabla 5. Accion de los radicales libres sobre el ADN: carcinogénesis. Tomado Goncharova et al., 1996 y
Reid et al., 1991; Garcia et al., 2001; Lo et al., 1996; Lafrenie et al., 1992; Salim, 1992; Guyton, 1993;
Nakamura et al., 1998.

2.1.9.1 Papel de las ERO y ERN en las etapas de carcinogénesis

El cancer se desarrolla como un proceso microevolutivo que requiere de la acumulacion
de multiples eventos que tienen lugar en un clon de células y comprenden 3 estadios (Fig.
4), de tal manera que la accion ejercida por los radicales sera diferente en cada etapa del
proceso carcinogeénico (Tabla 6) (Dreher et al., 1996):

1. Iniciacion: induccion de mutacién en el ADN de una célula somatica.
2. Promocion: estimulacion de la expansion tumoral del clon mutado.
3. Progresion: malignizacion del tumor.

Evasion de

Sistema Inmune

Inestabilidad
= [ [Ca™] Genoémica
INICIACION PROMOCION PROGRESION CANCE
: ( -
y @ (ST o7
P ‘\’/ -\ \.,— \_/ :_/ '\'—J\‘_TL‘“’J i \r/k_/
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e et = C;\' o QRO ) S :
C¢lula normal Célula iniciada Cé¢lulas preoplasicas Proliferacion T i

descontrolado

Figura 4. Estadios del proceso carcinogénico. Tomado de: Zorrilla, 2004.

o S ) B
g’fé{/{/ﬂ Snon r%/’(’r)’ (g? /z;ﬂ/(); —

JEX




)
FES
/ Tl L wasists

La angiogénesis constituye uno de los procesos de gran significacién en el desarrollo y
posterior difusiéon de las células tumorales. En un estudio realizado en 1998 se destaca el
posible papel de las ERO en este evento, donde los breves episodios de hipoxia-
reoxigenacion, sobre las células del endotelio microvascular humano, causaron la
formacion de ERO vy la activacion del factor de transcripcién nuclear (NF-Kappa B),
acelerando significativamente el grado de morfogénesis tubular o neovascularizacion que
define este proceso (Valko et. al., 2007).

ESTADIO EFECTO ACCION
Modificacién Formacion del OH', generado por la interaccion del H>O; con el
permanente del hierro (Fe2+) 0 cobre (Cu2+) constitutivos, unidos o cercanos al
P material genético ADN, o liberados en el interior celular a causa del estrés
INICIACION oxidativo.

Incremento del calcio (Ca2+) libre intracelular que una vez
liberado conduce a la activacion de endonucleasas que
fragmentan al ADN (proceso que normalmente tiene lugar
durante la apoptosis).
Incremento notable Induccién de proto-oncogenes como c-fos o de forma indirecta,
del Ca2+ citosolico modificando la fosforilacion de factorzes transcripcionales por
2 proteina quinasa C dependiente de Ca** (PKC), o del factor NF-

PROMOCION kappa B que tiene bajo su control una gran variedad de genes
Crecimiento Generacion de lesiones adicionales al ADN, e incremento de su
acelerado de las inestabilidad gendémica, acompafiandose de una disminucion de

F células, la evasidon las enzimas antioxidantes.

PROGRESION de la Vvigilancia
inmunolégica y la
invasion de otros
tejidos.

Por otro lado, los leucocitos activados originan un proceso
inflamatorio cronico y conducir a la muerte celular por
citotoxicidad o inducir la muerte apoptotica.

Tabla 6. Papel de los ERO y ENR en los estadios de carcinogénesis. Modificado de Valko et al., 2007.
2.1.9.2 Accidn de los radicales libres en diferentes tipos de cancer

En la actualidad diversos estudios experimentales han comprobado la participacién de los
RL en diferentes tipos de cancer, muestra de ello son los mecanismos que presentan
dichos radicales durante la transformacion maligna de una célula. En la tabla 7 se
describen algunos de estos mecanismos.

Tipo de cancer Accion de los Radicales Libres

Gastrico Inducen la expresion de uPAR (activador del receptor uroquinasa de
plasminégeno) via Erk-1/2 y AP-1, estimulando sucapacidad invasiva,
aumnetando la 8-oxo-dG (Kim et al., 2005).

Leucemia linfoide Aumento de la peroxidacion de MDA y 8-ox0-dG (Sanchez et al., 2006).

Pulmén Aumento de la peroxidacion de 8-oxo-dG (Feig et al., 1994).

Ovario Aumento de la peroxidacion de 8-oxo-dG (Oliva et al., 1997).

Mama Mutaciones en BRCA1/2 (Mann et al., 2006), aumento de 8-oxo-dG (Oliva et
al., 1997).

Préstata Mutan p53 y ocurre una sobreexpresion de Bcl-2 (Lin et al., 2005), Aumento de

8-ox0-dG (Feig et al., 1994 y Oliva et al., 1997).

Tabla 7. Accidén de los radicales libres en diferentes tipos de cancer. Tomado de Sanchez et al., 2006.
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2.1.9.3 Participacion del NO en el cancer de mama

La biologia neoplasica es compleja ya que su efecto depende de varios factores como
pueden ser el micrombiente tumoral, la temporalidad y el origen, asi como las células
diana (Buga et al., 2000), sin embargo se ha comprobado que la molécula de NO es un
mediador fundamental dentro de este proceso.

Algunos estudios relacionan a la enzima NOS en tumores de mama y ginecoldgicos en
donde perjudican el flujo sanguineo en el tejido tumoral debido a la presencia de altas
concentraciones de NO (Gutiérrez, 2010). Sin embargo, experimentalmente se ha
encontrado que existen agentes como la doxorrubicina y el 5-fluoroacilo los cuales
generan resistencia en células de carcinoma mamario al mostrar un incremento en la tasa
de sintesis proteica, pudiendo ser atenuados al administrar dosis bajas de NO (Trédan et
al., 2007), resultando este en un mejoramiento a la respuesta tanto anivel clinico como
histopatoldgico.

2.2 Mecanismos antioxidantes

Las reacciones de oxidacion son esenciales en los procesos metabdlicos celulares.
Dichas reacciones involucran la transferencia de electrones que producen RL. Esta
situaciéon es incompatible con la vida, a menos que existan en las células mecanismos de
defensa que neutralicen los RL. A estas defensas se les denomina antioxidantes (Mayor
et al., 2010).

Un antioxidante es una estructura molecular capaz de prevenir o evitar la oxidacion de
otra molécula, ya sea por interaccion y estabilizacién de especies reactivas o por la
transformacion de éstas en configuraciones mas estables y de reactividad reducida
(Hernandez et al., 2014). Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al
oxigeno para evitar alteraciones de moléculas, su accién la realizan tanto en medios
hidrofilicos como hidrofébicos. Actian como eliminadoras, con el objetivo de mantener el
equilibrio prooxidante/antioxidante a favor de estos ultimos.

2.2.1 Clasificacion del sistema de defensa antioxidante

Los organismos aerdbicos poseen sistemas antioxidantes que permiten la neutralizacion
de los RL, a través de dos mecanismos (Tabla 8), el enzimatico (catalitico) y el no
enzimatico (estequiométrico) (Lozada et al., 2009; Pérez et al., 2008; Maldonado et al.,
2010; Allen, 2000).

g’é{/{/ﬂ ~\Z'/(mf ,%,,(),; (9{/1;{1’/(7 )'\”‘
o |

—



FES

Enzimaticos Enzimas que constituyen la primera linea de defensa celular frente al dano
oxidante y éstas proporcionan una funcién protectora frente a los oxidantes

Mecanismo de accion: Catalitico biolégicos, disminuyendo la concentracion intracelular de radicales libres.

Clasificacién Modo de accién Biogeneracién
Superdéxido dismutasa (SOD) 072 —> Hy0, Mitocondria (Mn-SOD), Citosol
(Cu-Zn-SOD)
Catalasa (CAT) H.0, —= H,O Interior de glébulos rojos
Glutatién peroxidasa (GPx) H.0, —> H.0 Citosol, membranas celulares

No enzimaticos Constituida por secuestradores de radicales libres residuales que no hayan
Preventivos podido ser neutralizados por las enzimas antioxidantes.

Mecanismo de accién: estequiométrico

Clasificacion Modo de accidén Biogeneracion
Trasnferrina y lactoferrina Quelantes Citosol, membranas celulares
Ceruloplasmina Quelantes Plasma

Secuestradores Inhiben la cadena de iniciaciéon de reacciones de radicales libres o rompen
Mecanismo de accion: estequiométrico la cadena de propagacion de la misma

Clasificacion Modo de accidén Biogeneracion
R-carotenos Recicladores Metabolismo de plantas
Vitamina C Recicladores Frutas y verduras
Bilirrubina Inhibe peroxidacion Metabolismo de grupos hemo

Tabla 8. Mecanismos de defensa antioxidante enzimaticos y no enzimatico. Modificado de Lozada et al.,
2009; Pérez et al., 2008; Maldonado et al., 2010; Allen, 2000).

2.2.2 Catalasa

Catalasa (CAT) es un anezima antioxidante que se encuentra en altas concentraciones en
higado y rifion, presenta dos funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa. Se
caracteriza por estar involucrada en la proteccion frente a la accion destructiva del H,O,
producto del metabolismo celular, la radiacién ionizante y dismutacion del radical
superoxido. Proceso que ocurre por la descomposicion celular del H,O, en agua y oxigeno
(Fig. 5) (Sudagev et al., 2011), evitando asi que se forme el radical hidroxilo y el oxigeno
singulete, especies de oxigeno que son muy reactivas.

Catalasa

H,O, ) H,0 + ' O,

Figura 5. Descomposicion del peroxido de hidrégeno mediada por catalasa.

Actualmente han sido identificados tres grupos de catalasas: Mn-catalasas, catalasas-
peroxidasas y catalasas monofuncionales, éste ultimo, con un peso aproximado de
250,000 daltones, se presenta en la mayoria de los organismos aerébicos (Diaz, 2003).
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En el hombre, la catalasa protege la hemoglobina del peréxido de hidrégeno que se
genera en los eritrocitos. También tiene un papel de proteccién en la inflamacién, evitando
el envejecimiento, ayudando a la prevencion de mutaciones, y ciertos tipos de cancer
(Sugadev et al., 2011).

2.3 Terapia antioxidante

Diversos estudios indican que la induccién o inhibicion de la proliferacién celular depende
de los niveles de oxidantes y antioxidantes de la célula (Valko et al., 2007).

Existen evidencias de la participacién del estrés oxidativo en el carcinogénesis y su
desactivacion por los antioxidantes. Ante este panorama, estudios corroboran la reduccion
del riesgo de padecer algun tipo de cancer con la ingesta de antioxidantes (Llacuna,
2012), que pueden estar presentes en algunos alimentos ricos en vitaminas o
suplementos vitaminicos o en su defecto en formulaciones que contengan estas
sustancias anioxidantes, con el objetivo que estas generen un papel preventivo, de ataque
y proteccién contra diversos tipos de cancer, a esto se le denomina como terapia
antioxidante (Galati et al., 2004).

2.4 Fitoquimicos o metabolitos secundarios como antioxidantes

Los fitoquimicos o metabolitos de las plantas son la principal fuente de antioxidantes. La
mayoria de ellos son moléculas activas que ayudan a mantener el equilibrio redox y por
ende se define como antioxidantes. Estas moléculas se clasifican generalmente como
metabolitos primarios y secundarios, en funcién de su papel en el metabolismo de la
planta.

Los metabolitos primarios comprenden a los azucares comunes, aminoacidos, proteinas,
purinas y pirimidinas de los acidos nucleicos; mientras que los de mayor importancia
debido a su posible accion bioldgica son los metabolitos secundarios, los cuales incluyen
a los alcaloides (derivados de aminoacidos), terpenos (un grupo de lipidos) y compuestos
fendlicos (derivados de hidratos de carbono), etc. (Andreescu et al., 2011). Estos
metabolitos al ser metabolizados en nuestro organismo producen efectos benéficos para
nuestra salud (Castafieda et al., 2008).

Los extractos de plantas, principalmente aquellos que contien metabolitos secundarios
poseen inhibidores eficaces de la peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo. Por ende, los
antioxidantes de origen vegetal con este tipo de propiedades podrian tener gran
importancia como agentes terapéuticos en varias enfermedades causadas por el estrés
oxidativo (Sen et al., 2010 y Benzie, 2003)., entre las que destaca el cancer, donde la
participacion de las ERO juegan un papel prepoderante (Lopez et al., 2012).
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Reconociendo a las plantas como medicinales debido a que son una fuente potencial de
sustancias bioactivas por la complejidad y variabilidad de su metabolismo secundario, se
estan realizando estudios con el objetivo de encontrar fitofarmacos que modulen de
manera selectiva algun punto clave dentro del proceso carcinogénico.

2.5 Familia Boraginaceae

Boraginaceae es una familia cosmopolita compuesta por 130 géneros y unas 2300
especies (Takhtajan, 1996; Mabberley, 1997) de arboles, arbustos, bejucos, trepadoras o
hierbas anuales o perennes; con distribucion geografica en regiones templadas,
subtropicales y tropicales del mundo, excepto Australia. Presentes en gran variedad de
habitats; en América central y Sudamérica, las especies estan presentes desde el nivel
del mar hasta los 4000 metros de altura. Esta familia cuenta con algunas especies de
importancia econdémica, principalmente como plantas medicinales: diuréticas,
desinfectantes, hemostaticas, etc. (Garcia, 1975), ornamentales (Cordia L., Cynoglossum
L., Heliotropium L.) o maderables como Cordia alliodora (Ruiz y Pav.).

La ubicacién de la familia Boraginaceae ha sido controvertida dentro del gran grupo de las
Asteridae, no obstante recientemente ha sido asignada al orden Boraginales ¢ a
Solanales (Thorne, 1983; Judd et al., 2003). Géneros importantes: Cordia (320),
Heliotropium (260), Tournefortia (150), Onosma (150), Criptantha (150), Phacelia (150).

2.5.1 Género Heliotropium

Los Heliotropos (Heliotropium) es un género de planta de la familia Boraginaceae con 250
a 300 especies. Heliotropium se reconoce dentro de las Boraginaceae por sus frutos
secos, y el estilo entero o solo bifido (no dividido en 4 Iébulos). Como muchas
Boraginaceae, la inflorescencia estd enroscada en el apice, con las flores insertados
hacia un solo lado (cima helicoidal).

Son hierbas anuales o perennes o a veces arbustos pequefios; plantas hermafroditas.
Hojas pecioladas. Inflorescencias en cimas helicoidales o flores solitarias a lo largo de los
tallos frondosos, de color blanco y morado; sépalos 5, libres o casi libres hasta la base;
corola tubular, 5-lobada; estambres 5, insertos en la garganta del tubo de la corola; ovario
4-carpelar, frecuentemente 4-lobado, estilo terminal o ausente, estigma 1, de forma
variable. Frutos secos, separados en 2 6 4 nuececillas al madurarse (Gibson et. al., 1970).
Género principalmente ruderal y arvense (Miller, 2009; Nash y Moreno, 1981). Se
distribuye en las regiones del matorral xerdfilo, bosques tropicales caducifolios y
perennifolios, dunas costeras, manglar (Nash y Moreno, 1981; Duno et al.,, 2010). En
Veracruz se encuentra desde el nivel del mar hasta los 1900 m (Puebla) (Nash y Moreno,
1981).
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El género Heliotropium fue descrito por Carlos Linneo y publicado en Species Plantarum
1: 130. 1753. La especie tipo es: Heliotropium europaeum L. Heliotropium es el nombre
genérico que deriva de Heliotrope (Helios que significa en griego "sol", y tropein que
significa "volver") y se refiere al movimiento de la planta mirando al sol.

2.5.2 Clasificacion Cladista de Heliotropium angiospermum

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Boraginales Juss. ex Bercht. y J. Presl|
Familia: Boraginaceae Juss.

Género: Heliotropium L.

Especie: angiospermum M.

2.5.3 Sinénimos

Heliophytum parviflorum (L.) DC., Heliophytum portoricense Bello, Heliotropium foetidum
Salzmann ex DC., Heliotropium humile Lam., Heliotropium lancifolium Sessé y Moc.
Heliotropium latifolium Willd. ex Lehm., Heliotropium oblongifolium M. Martens y Galeotti
Heliotropium parviflorum L., Heliotropium parviflorum Sessé y Moc., Heliotropium
patibilcense Kunth, Heliotropium rugosum M. Martens y Galeotti, Heliotropium scorpioides
Kunth, Heliotropium simplex Meyen, Heliotropium synzystachyum Ruiz y Pav., Schobera
angiosperma (Murray) Britton, Schobera angiosperma (Murray) Scop., Schobera hirsuta
Raf., Synzistachium peruvianum Raf., Tournefortia synzystachya (Ruiz y Pav.) Roem. y
Schult.

Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Recuperado el 16 de Febrero de 2015 de:
http://www.tropicos.org/Name/4000959?tab=synonyms

2.5.4 Nombres comunes

Nombres usados en espafiol:

Cola de alacran (El Tajin, Ver.), Rabo de mico (Yucatan) (Martinez, 1979), Alacrancillo
(Veracruz), Yerba del espasmo (segun Galeotti) (Nash y Moreno, 1981), Cola de mono
(Duno et al., 2010), Rabo de alacran.

Nombres en idiomas indigenas de México:

Macapura (guarigia, Sonora), Ne-maax (maya, Yucatan), Soguilla (San Bernardo,
Sonora), Tascuyu-tuuan (totonaca, El Tajin, Ver.), Totoli-ya capipilol (chililico, Huejutla,
Hgo.), Nemax (Quintana Roo), Nej ma'ax, nej sina'an, ta ulu'um ma'ax (maya).

CONABIO. Ficha informativa. Heliotropium angiospermum M. Recuperado el 17 de Febrero de 2015 de:
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/boraginaceae/heliotropium-angiospermum/fichas/ficha.htm#1.Nombres
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2.5.5 Descripcion morfolégica

Heliotropium angiospermum es una herbacea que mide entre 15 cm a 2 m. de altura,
presenta hojas alargadas con forma de lanza, sus flores pequeias son blancas y
numerosas, en espigas formando una inflorescencia parecida a la cola de alacran, frutos
muy arrugados de 2 a 3 mm de largo, y contienen dos semillas (Fig. 6).

A) B) C) D)

Fig. 6. A) Heliotropium angiospermum, B) Hoja, C) Flores e Inflorescencia y D) Semillas. Fotografias
tomadas por Ernesto Mendoza Vallejo, 2014.

2.5.6 Habitat

Originaria del sur de Estados Unidos de América, Chile y Bolivia. Habita en clima calido y
semicalido, en Veracruz se reporta desde el nivel del mar hasta los 1900 m.s.n.m.
Asociada a bosque tropical caducifolio, subcaducifolio, subperennifolio y perennifolio,
ademas de matorral xerdfilo. Esta presente en areas de vegetacion perturbada y crece a
orillas de caminos.

Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana. Recuperado el 16 de Febrero de 2015 de:
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?1=3&t=&id=7164

2.5.7 Ecologia

Especies que contienen alcaloides pirrolizidinicos son visitados a menudo por
lepidopteras, para abastecerse con estas sustancias. Parece que son la materia prima
para producir ferohormonas de algunos grupos, o para utilizarlos para la defensa quimica.
En la peninsula de Yucatan se considera no sélo como medicinal, sino también como
melifera y téxica.

CONABIO. Ficha informativa. Heliotropium angiospermum. Recuperado el 18 de Febrero de 2015 de:
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/boraginaceae/heliotropium-angiospermum/fichas/ficha.htm#5.  Biologia vy
ecologia
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2.5.8 Distribucion

2.5.8.1 A nivel Mundial:

A nivel mundial, Heliotropium
angiospermum se localiza en paises
como: Argentina, Belice, Bolivia, Brasil,
Caribe, Chile, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, El Salvador, Guatemala,
Honduras, México, Nicaragua, Peru,
Estados Unidos y Venezuela (Fig. 7).

- Presencia de Heliotropium
angiospermum M., a nivel
mundial

Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Recuperado el
27 de marzo de 2015 de:
http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=260300
5&tab=distribution

Figura 7. Distribucion mundial de
Heliotropium angiospermum M.

2.5.8.2 En México:

Heliotropium angiospermum se localiza en los estados de Baja California Norte, Baja
California Sur, Campeche, Chiapas, Coahuila, Colima, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Morelos, Nayarit, Nuevo Leodn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Fig. 8).

CONABIO. Ficha informativa. Heliotropium angiospermum. Recuperado el 18 de Febrero de 2015 de:

http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/boraginaceae/heliotropium-angiospermum/fichas/ficha.htm#2.Origen y
distribucion geografica

- Presencia de Heliotropium
angiospermum M. en México

Figura 8. Distribucién de Heliotropium
angiospermum M., en México.
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2.6 Estudios de Heliotropium angiospermum

Autores como Erosa et al., (2009) reconocen la presencia de algunos glicésidos en
extractos organicos de Heliotropium angiospermum; por otra parte Chataing (2004) y
Feng (1964) estudiaron algunas de las actividades bioldgicas reportadas para dicha
especie. En las tablas 9 y 10 se describen algunos de los estudios fitoquimicos realizados
en extractos de Heliotropium angiospermum, mientras que la figura 9 presenta algunos
de los glicésidos detectados.

2.6.1 Estudios fitoquimicos

Estructura Metabolito detectado Referencia

Planta completa Alcaloides de pirrolizidina lindelofidina, | Birecka et al., 1987.
hidroxi-metil-I-2-epopxi-pirrolizidina, BDMTM, 2009
retronecina, supinidina y
tachelantamidina.

Hoja Alcaloides espermidina, espermina, y | Birecka et al., 1987.
putrecina. BDMTM,2009

Inflorescencia Alcaloides espermidina, espermina. Birecka et al., 1987.

BDMTM, 2009
Tallo y hojas Alcaloides de pirrolizidina BDMTM, 2009

Tabla 9. Alcaloides presentes en extractos de Heliotropium angiospermum.

Estudio Extracto Metabolito detectado Referencia
Secondary Metabolites | Extracto Glicosidos como | Erosa et al., 2009
from Heliotropium | organico de | blumenol A vy B,
angiospermum hojas de | ademas de lolidlido.
Helitropium a. B-sitosterol, a-amirina
y B-amirina

Tabla 10. Glicosidos presentes en extractos de Heliotropium angiospermum.

oOH o 11 OH - S =&
2] = - A e
HO HO . 8—0
5 o (@] HO™ o

1 2 3

Figura 9. Estructura quimica de agliconas formando parte de glicdsidos presentes en el extracto
organico de las hojas de Heliotropium angiospermum M. 1. blumenol A, 2. blumenol B, 3. Loliélido.
Tomado de Erosa et al., 2004.
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2.6.2 Estudios sobre la actividad biolégica de Heliotropium angiospermum.

Reporte farmacoloégico Referencia

El extracto acuoso obtenido de hojas y tallos present6 un ligero | Feng et al.,, 1964,
efecto estimulante en tejido de utero aislado de rata. BDMTM, 2009

Los extractos de Heliotropium angiospermum M. son promisorios

de actividad antiparasitaria.
Chataing N., 2004

Los experimentos preliminares indican que pueden inhibir el
crecimiento de Tripanosoma cruzi y Leishmania mexicana in
vitro.

Tabla 11. Reportes sobre la actividad biolégica de Heliotropium angiospermum. Modificado de: BDMTM,
2009.

2.6.3 Estudios Toxicolégicos

Algunos reportes de la BDMTM (2009) indican que en Barbados algunos nifios que
tomaron dosis altas de la decoccion de la planta, se envenenaron causandoles la muerte.
En un ensayo realizado en el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de
Ameérica, se observd la aparicion de sarcomas en 4 de10 ratas, en el sitio donde se
inyectd un extracto de la planta (Atlas de la Medicina Tradicional Mexicana), y afecta el
ADN. Es ampliamente usado como medicinal debido a la presencia de varios alcaloides
(Duno et al., 2010).

2.7 Etnobotanica

La investigacion sobre el uso de plantas medicinales forma parte de la etnobotanica, que
en su concepcion mas amplia estudia el lugar de las plantas en la cultura y la interaccion
directa de las personas con las plantas (Ford, 1978) sin limitarse a ningun tipo de
sociedades, centrandose en los grupos humanos cuya relacion con la naturaleza es mas
directa (Pardo et. al., 2003).

Para llevar a cabo una investigacion etnobotanica, autores como Bennett et al., (2000) y
Gbémez et al., (2002) mencionan la necesidad de utilizar técnicas 0 métodos que permitan
un mejor analisis de los datos recolectados en campo. Prance (1991) agrupa estos
métodos dentro de lo que denomina “etnobotanica cuantitativa” en la cual existen fases
que van desde la documentacién del conocimiento tradicional, determinaciones
cuantitativas, evaluaciones fitoquimicas, farmacoldgicas y toxicologicas, hasta el
desarrollo de mecanismos para la compensacion a la comunidad (Bermudez et al., 2005);
todo ello con el fin de conservar la diversidad biolégica y cultural (Cunningham, 2001 y
Ladio, 2006).

20 (




W, e REE
2.7.1 Etnofarmacologia

Es reconocida como: la exploracién cientifica interdisciplinaria de los agentes
biolégicamente activos tradicionalmente empleados o conocidos por el hombre (Verde,
2002); teniendo como objetivo principal rescatar y documentar una herencia cultural
importante antes de que se pierda, e investigar y evaluar los agentes utilizados, ademas
de mantener una amplia perspectiva multidisciplinaria del uso humano de las drogas
crudas en el contexto tradicional, correlacionando e integrando datos cientificos ofrecidos
por una variedad de disciplinas y subdisciplinas.

Se sabe que desde hace muchos anos las plantas han sido utilizadas colectivamente
como remedios caseros y que de esta forma se administran dosis que hacen posible tratar
cierta afeccién, obteniendo resultados favorables. A las plantas que reunen estas
caracteristicas se les denomina como “plantas medicinales”, las cuales continen uno o
mas principios activos, que administrados en la dosis adecuada, producen un efecto
curativo frente a las afecciones del hombre y de los animales (OMS, 2002).

2.8 Estudios etnobotanicos de Heliotropium angiospermum

Estos estudios son presentados en la tabla 12, en donde se describen las estructuras de
la planta que tienen mayor uso medicinal, asi como sus propiedades y forma de uso.

Categoria de uso  Parte utilizada Propiedad Forma de uso Referencia
terapéutica
Medicinal Tallo y hojas Enfermedades Agua de tiempo  CONABIO, 2011
gastrointestinales
Téxica Tallo y hojas Cancerigena Extractos Duno et al,
2010
Medicinal Hojas Colitis Agua de tiempo BDMTM UNAM,
Diarrea 2009
Gastroenteritis
Disenteria
Medicinal Raiz Empacho Infusién BDMTM UNAM,
2009
Medicinal Hojas Para sanar granos Bafios olavados BDMTM UNAM,
del cuerpo locales 2009
Medicinal Hojas Infecciones Infusion BDMTM UNAM,
respiratorias 2009
Medicinal Hojas Antiinflamatorio Cataplasma BDMTM UNAM,
2009
Medicinal Tallos y hojas Anticancerigeno Agua de tiempo
Hojas Antiinflamatorio Infusion o Erosa et al,
Curacién de heridas  Cataplasma 2009
Medicinal

Tabla 12. Estudios etnobotanicos de Heliotropium angiospermum. Modificado de: CONABIO, 2011 y

BDMTM, 2009.
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2.9 Metabolitos Secundarios

Al igual que los animales, hongos, algas y bacterias, las plantas realizan funciones
fisioldgicas en las que estan implicadas rutas metabdlicas, como son la respiracion celular
y la sintesis de proteinas, procesos esenciales para mantener la vida (Taiz et al., 2006).

Dentro de estos procesos se encentra la fotosintesis, a través de la cual, plantas, algas y
algunas bacterias generan compuestos que servirdn para la sintesis de diferentes
sustancias (Seigler, 2001). De éstas, las que se pueden emplear con fines medicinales se
denominan principios activos.

Los principios activos son sustancias que se encuentran en las distintas partes u érganos
de las plantas y que alteran o modifican el funcionamiento de 6rganos y sistemas del
cuerpo humano y animal (Pengelly, 1996). Son clasificados segun su estructura quimica,
en dos grupos: en el primero se encuentran los productos resultantes del metabolismo
primario, como lo son, procesos quimicos que intervienen en forma directa en la
supervivencia, crecimiento y reproduccion. Mientras que los productos derivados del
metabolismo secundario no son esenciales para el metabolismo sino que son sintetizadas
como defensa, adaptacién y que permiten interaccion ecolégica de la planta con su
entorno (Bruneton, 2001).

Los metabolitos secundarios con mayor relevancia debido a su actividad biolégica y que
son de gran interés para la industria farmaceultica son por mencionar algunos: los
alcaloides, flavonoides, esteroides vy triterpenos libres, glicosidos cardioténicos,
cumarinas, lactonas sesquiterpénicas, saponinas, quinonas, taninos y cumarinas.

2.9.1 Alcaloides

Constituyen el grupo mas grande de metabolitos secundarios de plantas. Se encuentran
en las semillas, raices, cortezas y hojas: al estado libre como glicésidos o formando sales
con acidos organicos (Arango, 2008).

No existe una definicibn exacta para los alcaloides, son considerados como: “Un
compuesto organico de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenado (el nitrégeno
se encuentra generalmente intraciclico), derivados generalmente de aminoacidos, de
caracter mas o menos basico, de distribucion restringida, con propiedades farmacoldgicas
importantes a dosis bajas y que responden a reacciones comunes de precipitaciéon”
(Maldoni, 1991).

En cuanto a su estado natural, los alcaloides son esencialmente sustancias presentes en
todos los 6rganos de la planta, pueden encontrarse mayoritariamente en hojas (cocaina,
nicotina, pilocarpina), en flores (escopolamina, atropina), en frutos (alcaloides del opio,
peletiarina, coniina), en semilla (piperina, arecolina), en corteza (quinina, tubocurarina), en
la raiz (emetina y cefalina).
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Este grupo de metabolito es el de mayor importancia para la industria farmacéutica debido
las propiedades que presenta, entre las que destacan: antiinflamatorios, emolientes y
diuréticos, propiedades anestésicas, eméticas, analgésicas, sedante, antiséptico, ademas
de ser un potente agente anticancerigeno, antineoplasico y un potente estimulante del
sistema nervioso central (Kutchan, 1995; Ghosh, 2000).

2.9.2 Glicésidos cardiotonicos

Son sustancias constituidas de una porcion esteroide, una porcion glicosidica y un anillo
lacténico insaturado, que actuan sobre el musculo cardiaco y por tanto se utilizan como
medicamentos contra la insuficiencia cardiaca (Marinez, 2002).

Los cardiotonicos se encuentran distribuidos principalmente en las hojas de plantas de las
familias Scrofulariaceae, Apocynaceae, Liliaceae, Ranunculaceae y Moraceae. Los
bufandlidos se han encontrado también en ranas del género Bufus, y en las alas de
mariposas monarca.

Los glicésidos han sido considerados de interés por su potencial uso farmacoldgico,
poseen accion ténica y fortalecedora del corazén, es decir, aumentan su fuerza contractil
y regulan su ritmo, mientra que algunas tienen propiedades diuréticas, especies del
género Bufus han tomado mayor relevancia por su potencial anticancerigeno.

2.9.3 Esteroides y Triterpenos Libres

Los triterpenoides son compuestos con un esqueleto carbonado de seis unidades de
isopreno derivados del escualeno, hidrocarburo aciclico de 30 carbonos. Estos pueden
contener grupos hidroxilo, cetona, aldehido y acidos carboxilicos, muy relacionados con
los esteroides.

Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, constituyendo un grupo de mas
de 100 esqueletos distintos. Son importantes para la industria farmacéutica ya que
presentan propiedades antiinflamatorias, antihipertensivas y antioxidantes.

2.9.4 Flavonoides

Son compuestos de bajo peso molecular derivados de la union de tres anillos (Cs-C3-Cs)
compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico) (Martinez, 2002). Caracterizados por ser polifendlicos y solubles en agua.

Existen al menos diez clases de flavonoides que se encuentran presentes en todas las
estructuras de la planta, entre estas encontramos principalmente a: las chalconas, las
flavonas, los flavonoles, los flavanoles, las antocianidinas, y los taninos condensados, y
otras dos mas, las xantonas y las auronas (Martino, 2000).
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Entre los efectos benéficos para el hombre, se ha reconocido que flavonoides como la
quercetina, kampferol y miricetina tienen cualidades farmacoldgicas y protectoras para la
salud, demostrando que algunos modulan el sistema inmune y las respuestas
antiinflamatorias.

Estas cualidades se deben a que los flavonoides desempefian un papel esencial en la
proteccion frente a los fendmenos del dano oxidativo; es asi como son reconocidas sus
actividades antialérgicas, antiinflamatorias, antiviricas,a anticancerosas y antioxidantes,
ya que contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion,
lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Igualmente, afectan una gran
cantidad de enzimas y proteinas asociadas a la fotofosforilaciéon. Por ello tienen efectos
terapéuticos en un elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la
aterosclerosis o el cancer (Castro et al., 2013).

2.9.5 Taninos

Son compuestos quimicos no cristalizables que forman con el agua soluciones coloidales,
de reaccién acida y de sabor muy acre. Generalmente son toxinas debido a su capacidad
de unirse a proteinas. Producen la precipitacion de soluciones de gelatina y de alcaloides.
Los taninos precipitan las proteinas en solucién y se combinan con ellas haciéndolas
resistentes a las enzimas proteoliticas.

En medicina se emplean como astringentes del extracto gastrointestinal y de las
escoriaciones de la piel. En el tratamiento de las quemaduras las proteinas de los tejidos
expuestos precipitan y forman una capa protectora antiséptica bajo la cual tiene lugar a la
regeneracién de los tejidos (Avalos et al., 2009), ademas presentan propiedades
antioxidantes, antinflamatorias,  antibacterianas, cicatrizantes, hemostatica,
dermatoldgica, para el tratamiento de hemorroides y ulceras de la boca (Botanical-online).

Botanical  online. Recuperado el 15 de Marzo de 2015 de: hitp://www.botanical-
online.com/medicinalestaninos.htm

2.9.6 Saponinas

Son glicésidos cuya aglicona consiste en un nucleo esteroidal o triterpénico. Tienen la
propiedad de hemolizar los globulos rojos y formar espuma abundante y estable al agitar
sus soluciones acuosas, que es la principal caracteristica para su reconociemiento
(Hostettman, 1995). Tienen un sabor acre y amargo, se utilizan como producto mucolitico
ya que provocan un aclaramiento del mucus denso, facilitando la expectoracion, mediante
una ligera accion irritativa sobre las mucosas gastricas.

Se encuentran principalmente en varias familias de la clase monocotiledénea, como son:
Liliaceae, Dioscoreaceae y Amaryllidaceae (Agavaceae). En el reino animal, las estrellas
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de mar constituyen el Unico ejemplo de animales con saponinas esteroides (Martinez,
2001).

Son consideradas como precursores unicos de medicamentos esteroides tales como
hormonas sexuales, corticoides, contraceptivos orales y diuréticos. Sin embargo algunas
saponinas esteroides han mostrado diversas actividades biolégicas como:
antimicrobiana, citotdxica, antitumoral, ictiotdxica, insecticida, antihelmintica,
expectorante, diurética, cardiovascular, antiinflamatoria, espermicida, analgésica,
antipirética, sedante, hemolitica, antimicotica, etc.; también son utilizadas como
coadyuvantes de la accién de otras plantas, ya que facilitan la oabsorcion de los principios
activos incrementando su eficacia (Avalos et al., 2009).

2.9.7 Naftoquinonas y antroquinonas

Son compuestos organicos de origen natural altamente reactivos, se han utilizan como
colorantes y pigmentos cuyos tonos van desde el amarillo al rojo. Estructuralmente, son
compuestos ciclicos derivados del naftaleno. Estos compuestos y sus derivados son, en la
actualidad de una gran importancia, debido a que pueden participar en distintos procesos
biologicos esenciales para los seres vivos, ya que presentan una notable actividad
biolégica y poseen gran potencial antibacteriano, antifingico, antiparasitario,
antiespasmaédico, insectisida, antiviral y anticancerigeno.

Algunos ejemplos de Naftoquinonas sintetizadas de origen vegetal son: la lawsona,
colorante naranja que se encuentra en las hojas y tallos de la henna, la juglona, colorante
marrén que se aisla en las especies del género Juglans y le confere,en parte, el color
caracteristico a la cascara de nuez, la plumbagina, el lapachol, pigmento amarillo que se
encuentra en la corteza y la madera de los géneros Tabebuia y Tecoma, la alkanina y
shikonina que se encuentran en las raices de especies que pertenecen principalmente a
los géneros Alkanna, Lithospermum, Echium, Onosma y Anchusa de la familia
Boraginaceae (Cantu et al., 2012).

2.9.8 Cumarinas

Las cumarinas son compuestos derivados de la a-benzopirona. Ampliamente distribuidos
en las plantas, principalmente en la familia Umbeliferae y Rutaceae; se encuentran en
todas partes de la planta desde la raiz a flores y frutos siendo mas abundantes en estos
ultimos; se presentan a menudo como mezclas, en forma libre o como glicésidos (Arango,
2010).

Presentan un amplio rango de actividad biolégica por ejemplo: la accion anticoagulante y
antibacterial del dicumarol, la accién antibiética de la novobiocina, la aguda hepatoxicidad
y carninogenicidad de ciertas aflatoxinas, la actividad astrogenica del cumestrol, la accién
fotosensibilizadora de furanocumarinas como el bergapteno y la xantotoxina,la accion
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insecticida de los surangin A y B, entre otros: cabe destacar también las aplicaciones de
las cumarinas como saborizantes y perfumeria (Lacy et al., 2004).

2.9.9 Lactonas Sesquiterpénicas

Son terpenos con un esqueleto de 15 atomos de carbono, que tienen en su estructura una
lactona. Representan los componentes activos de muchas plantas medicinales de la
familia Asteraceae (Dupuy et al., 2008).

Estos compuestos se obtienen a partir de hojas y flores de plantas como Milleria
quinqueflora, Viguiera sylvatica, Decachaeta thieleana, Vanillomopsis arborea y Arnica
montana, entre otras. Algunos ensayos demuestran que los extractos de estas plantas,
asi como también, las lactonas sesquiterpénicas purificadas poseen propiedades
antiinflamatorias (Garcia et al., 2001, Humar et al., 2003), antibacterianas y antifungicas
(Coll et al., 2007), ademas de ser el principio activo responsable del sabor amargo de
diferentes drogas.

—
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Ill. Justificacion

A nivel mundial, el cancer es considerado una de las principales causas de mortalidad. La
Organizacién Mundial de la Salud en el 2013 le atribuyd a esta enfermedad
aproximadamente 7.6 millones de defunciones, ocupando México el tercer lugar con mas
de 128 millones de casos al afio. Asi mismo reporta entre los mas comunes al cancer de
préstata, cérvix, pulmén, y estomago; siendo el cancer de mama el mas comun entre las
mujeres de nuestro pais (OMS, 2013).

Hoy en dia se sabe que existen diferentes factores que ocasionan el cancer. En las
ultimas decadas el estrés oxidativo a cobrado gran importancia, éste se caracteriza por
su capacidad de reaccionar con distintas biomoléculas generando dafios permanentes al
ADN, implicados en la carcinogénesis (Hart et al., 2012). Para su tratamiento han sido
empleados agentes citotoxicos (vincristina, vinblastina, taxol y camptotecina) vy
tratamientos como la radioterapia, los cuales no son selectivos y afectan tanto a las
células cancerigenas como a las normales, ademas de generar mayor cantidad de RL
ocasionando efectos adversos.

Debido a ello, se hace necesaria la busqueda de nuevas moléculas, que puedan
demostrar su eficacia, asi como disminuir los efectos adversos en el manejo de esta
enfermedad. Por tal motivo en el presente estudio se evalud el potencial modulador de
radicales libres de los extractos de Heliotropium angiospermum en un modelo murino.
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IV. Hipotesis

Los extractos de Heliotropium angiospermum estimularan la respuesta antioxidante
debido a la presencia de moléculas que modulen el potencial redox durante el proceso de
carcinogénico.

V. Objetivos

5.1 General

Evaluar el efecto de los extractos de Heliotropium angiospermum M., sobre el estrés
oxidativo en un modelo murino de cancer.

5.2 Especificos

= Registrar el contexto etnofarmacologico de Heliotropium angiospermum.

= Realizar un analisis fitoquimico preliminar de los extractos hidroalcohdlico y
acuoso de raiz, tallo, hoja, semilla y flor de Heliotropium angiospermum.

= Determinar el efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de tallo y hoja de
Helitropim angiospermum sobre la concentraciéon de nitritos en el homogenado de
higado de ratones de la cepa CD-1.

= Evaluar el efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuso de Heliotropium

angiospermum sobre la actividad enzimatica de catalasa en homogenado de
higado de ratones de la cepa CD-1.
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VI. Metodologia

6.1 Localidad de colecta

La colecta de Heliotropium angiospermum se realizé en los meses octubre y noviembre
del afio 2013 en la Comunidad el Limoén Chiquito, Cazones de Herrera Veracruz (20° 40°
44.4” N, 97° 16’ 43.5” O a 15 msnm). Posteriormente, la especie fue identificada y
cotejada en laboratorios del MEXU, UNAM (Anexo 11.1).

6.2 Recopilaciéon de informacién etnofarmacolégica

Se obtuvo al realizar entrevistas (Anexo 11.2) a informantes clave (dirigidas Unicamente a
los habitantes de la localidad que han utilizado dicha especie) (Robeneau, 1986), en esta
entrevista se tomaron como datos mas relevantes el sexo y la edad del individuo que la
utiliza, la forma de preparacion, fresuencia de uso, asi como la forma de administracion,
dosis empleada y padecimiento tratado.

6.3 Procesamiento del material vegetal

La raiz, el tallo, las hojas, semillas y flores de Heliotropium angiospermum fueron
separadas, pesadas y lavadas con agua destilada. Posteriormente se quito el exceso de
agua con papel absorbente a cada estructura vegetal fresco y se trituraron en un molino
de mano.

6.4 Obtencion de extractos
6.4.1 Extracto Hidroalcohédlico

Cada 100 g de material triturado de Heliotropium angiospermum fueron colocados en
500 ml de una mezcla etanol-agua (70:30) y preservados en frascos ambar durante un
mes en una campana de extraccion a tempreatura ambiente. Pasado ese tiempo, cada
extracto se filtré al vacio con papel Whatman No. 1.

6.4.2 Extracto acuoso

Cada 100 g de material vegetal de cada una de las estructuras de Helitropium
angiospermum fueron sometidos a un cocimiento en 1400 mL agua destilada durante 5
minutos posteriores a la ebullicion, finalmente la solucion se filtr6 con gasas y fueron
almacenadas frascos ambar en refrigeracion.

6.4.3 Obtencion del extracto sdélido

Cada 50 mL de los extractos hidroalcohdlico y acuso fueron colocados en cristalizadores
de 125 x 65 a temperatura ambiente en una campana de extraccion para la obtencion del
extracto seco.
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6.5 Pruebas para la deteccion de metabolitos secundarios (Anexo 11.3)
6.5.1 Alcaloides

Las técnicas de reconocimiento se basan en la capacidad que tienen los alcaloides en
estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y metales pesados como
bismuto, mercurio, tugsteno formando precipitados, generados al existir un intercambio
del anion del reactivo en accién, que reemplaza a los aniones que conforman las sales de
los alcaloides.

Para su identificacion se realizaron pruebas de precipitacion en medio acido, utilizando
sales de metales pesados como el reactivo de Wagner (precipitado naranja pardo),
Dragendorff (precipitado naranja rojizo) y Meyer (precipitado blanco o de color crema).
Para los ensayos, se utilizd un patrén de 0.1 g/mL de extracto concentrado, preparando
disoluciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL y 10 mg/mL, finalmente se
observo la coloracion correspondiente para cada reaccion.

6.5.2 Glicosidos Cardiotonicos

Son heterésidos formados por una parte glucidica constituida por una o varias unidades
de azucar y un aglicon, con un nucleo esteroidico (C27, tetraciclico) unido a un anillo
lactonico insaturado. Para su identificacidon se emplearon reactivos de coloracion para
cada una de las unidades constituyentes, para los azucares se utilizé el Reactivo Keller-
Killiani (coloracion esperada verde o pardo), para el nucleo esteroidal el Reactivo
Lieberman-Burchard (coloracion esperada azul o verde para el nucleo esteriode y rojo a
naranja pardo para el nucleo triterpénico) y para la lactona, el Reactivo de Baljet
(coloracion esperada rojo a naranja estable). Para los ensayos, se utilizé un patrén de 0.1
g/mL de extracto concentrado, preparando disoluciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL,
8 mg/mL y 10 mg/mL, finalmente se observé la coloracion correspondiente para cada
reaccion.

6.5.3 Esteroides y Triterpenos Libres

Son compuestos con un esqueleto carbonado de seis unidades de isopreno derivados del
escualeno. Estos pueden contener grupos hidroxilo, cetona, aldehido y &cidos
carboxilicos, muy relacionados con los esteroides y que en contacto con soluciones
acidas forman dobles enlaces dando tonalidades rojas, azules o verdes. Para su
identificacion se utilizé el reactivo de Lieberman-Burchard (coloracion esperada azul o
verde para el nucleo esteriode y rojo a naranja pardo para el nucleo triterpénico) en medio
acido utilizando un patrén de 0.1 g/mL de extracto concentrado, preparando disoluciones
de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL y 10 mg/mL, finalmente se observo la
coloracién correspondiente para la reaccion.
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6.5.4 Flavonoides

Son estructuras de tipo C6-C3-C6 con dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si
por una cadena de 3 carbonos ciclada a través de un oxigeno, solubles en mezclas
hidroalcoholicas. Estos pueden formar complejos con metales como Mg®" y Fe*, que al
acidularlas viran a reacciones coloreadas.

Para su detecccion se utiliza la reaccibn de Shinoda, una de las reacciones mas
especificas para denotar su presencia, donde el magnesio metalico es oxidada por el
acido clorhidrico concentrado dando como producto al hidrogeno molecular y cloruro de
magnesio. Este ultimo forma complejos con los flavonoides dando coloraciones definidas
segun el nucleo del flavonoide. Estas coloraciones pueden ser las siguientes:

Tipo de Flavonoides \ Color de la Reaccién de Shinoda
Chalconas No hay coloracién
Auronas No hay coloracion
Isoflavanonas No hay coloracion
Isoflavonas Amarillo- rojizo
Flavanonas Azul-magenta-violeta-rojo
Flavononoles Rojo-magenta
Flavonas y Flavonoles Amarillo-rojo

Tabla 13. Coloraciones de los flavonoides frente a la reaccion de Shinoda.

Para su identificacion se utilizd la reaccion de Shinoda, utilizando un patrén de 0.1 g/mL
de extracto concentrado, preparando disoluciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8
mg/mL y 10 mg/mL, finalmente se observé la coloracion correspondiente para la reaccion.

6.5.5 Taninos

Son polifenoles que tienen la propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas. Por esta
propiedad para su identificacion se utilizé el reactivo gelatina-sal el cual produce un
precipitado blanco. Para el ensayo, se utiliz6 un patron de 0.1 g/mL de extracto
concentrado, preparando disoluciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL y 10
mg/mL, posteriormente se espero la formacion del precipitado.

6.5.6 Saponinas

Son glicésidos cuya aglicona consiste en un nucleo esteroidal o triterpénico; esta
caracteristica estructural les confiere un caracter anfoétero que les permite actuar como
tensoactivos.

Para su identificacion se relizaron los ensayos de espuma y, se utilizé el reactivo de
Lieberman Burchard (coloracién esperada azul o verde para el nucleo esteriode y rojo a
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naranja pardo para el nucleo triterpénico) preparando disoluciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL,
6 mg/mL, 8 mg/mL y 10 mg/mL, utilizando un patrén de 0.1 g/mL de extracto concentrado,
finalmente se observé la coloracion correspondiente para la reaccion y la formacion de
espuma para el ensayo.

6.5.7 Naftoquinonas y Antroquinonas

Son pigmentos naturales que poseen grupos carbonilo, hidroxilo o metilo como
sustituyentes en forma libre o condensada. La técnica de identificacion se basa en la
capacidad que tienen las quinonas de formar complejos de color rojo cereza al ser
tratadas con soluciones alcalinas.

Para identificarlas se empleé la reaccion de Borntrager-Kraus (forma complejos de color
cereza) utilizando un patron de 0.1 g/mL de extracto concentrado, preparando
disoluciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL y 10 mg/mL, posteriormente se
observé la coloracion correspondiente para la reaccion.

6.5.8 Cumarinas

Para su identificacion fueron utilizados los reactivos de hidroxamato férrico (formacion de
coloracién violeta) y Baljet (coloracion o precipitado de color rojo), preparando un patrén
de 0.1 g/mL de extracto concentrado, preparando disoluciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6
mg/mL, 8 mg/mL y 10 mg/mL, posteriormente se observéd la colorcion correspondiente de
ambos reactivos, estableciendo como positiva la presencia de cumarinas al ser ambas
pruebas positivas.

6.5.9 Lactonas Sesquiterpénicas

Son terpenos con un esqueleto de 15 atomos de carbono, que tienen en su estructura una
lactona. Para su identificacion fueron utilizados los reactivos de Hidroxamato Férrico
(formacion de coloracioén violeta) y Lieberman Burchard (coloracién esperada azul o verde
para el nucleo esteriode y rojo a naranja pardo para el nucleo triterpénico), utilizando un
patrén de 0.1 g/mL de extracto concentrado, preparando disoluciones de 2 mg/mL, 4
mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL y 10 mg/mL. Ambas pruebas deben ser positivas para concluir
la presencia de este metabolito secundario.

6.6 Induccion de carcinomas

Se utilizaron 45 ratones hembra de la cepa CD-1 de 45 dias de edad. La induccion de
carcinoma se realiz6 con modificaciones en el método estandarizado por Ortiz et al.,
(1995). Se inyecté en la mama izquierda una dosis Unica intramuscular de 20mg/Kg de
NiO (6xido de niquel) (Sigma, grado RA) a 9 grupos de 5 ratones hembra, CD-1 (Anexo
11.4).
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La induccion de carcionoma fue realizada el 5 de Noviembre de 2013, los organismos
fueron mantenidos en condiciones de bioterio hasta el momento de su sacrificio.

6.7 Tratamiento con extractos hidroalcohélico y acuoso

Después de tres meses de la induccién a carcinoma con NiO (periodo en el que Ortiz et
al., 1995 reportan ya dio inicio el proceso carcinogénico) se evaluo el efecto antioxidante
administrando de manera oral dosis de 5 y 10 mg/Kg de extractos hidroalcohdlico y
acuoso (hoja y tallo respectivamente) de Heliotropium angiospermum durante 13 dias
(promedio de uso medicinal registrado en las entrevistas etnobotanicas). A continuacién
se muestra el orden de aplicacion de los extractos a los difererentes grupos (tabla 14):

Grupo Condicién

C- Control negativo (Sin ningun tratamiento)
\") Vehiculo (Aceite de Oliva)

C+ Control positivo (Induccion de carcinoma con NiO)
EHH 5 mg/Kg Extracto Hidroalcohdlico Hoja + NiO
EHH 10 mg/Kg Extracto Hidroalcohdlico Hoja + NiO
EHT 5 mg/Kg Extracto Hidroalcohdlico Tallo + NiO
EHT 10 mg/Kg Extracto Hidroalcohdlico Tallo + NiO
EAH 5 mg/Kg Extracto Acuoso Hoja + NiO

EAH 10 mg/Kg Extracto Acuoso Hoja + NiO

EAT 5 mg/Kg Extracto Acuoso Tallo + NiO

EAT 10 mg/Kg Extracto Acuoso Tallo + NiO

Tabla 14. Grupos experimentales.

6.8 Obtencion de homogenado de higado

Se procedio a sacrificar a los organismos mediante decapitacion (al siguiente dia del
término del tratamiento con los extractos), después de la necropsia, se extrajo el higado,
enseguida se lavo con solucion fisiolégica de NaCl al 0.9% y se perfundido con PBS,
posteriormente se agregaron 100 ml de medio de homogenizacion por cada 20 g de
higado, se macer6é con ayuda de un mortero con pistilo, se filtré con un embudo y una
gasa simple, se recogio el filtrado en tubos coénicos para centrifugar y se mantuvieron en
un medio frio, a continuacion, las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos, por ultimo se colecto el sobrenadante y se mantuvo en frio hasta el momento de
su analisis.

Durante este proyecto de investigacion se siguieron las normas establecidas por la Ley Mexicana
de Proteccion Animal para el Uso de Animales de Experimentaciéon (NOM-062-ZO0O-1999,
Especificaciones Técnicas para el Cuidado de los Animales de Laboratorio).
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6.9 Cuantificacion de nitritos por el método de Griess Saltzman

La reaccion de Griess se basa en la formacion de un cromoéforo magenta por la reaccion
de sulfanilamida con nitrito en medio acido, seguido de un acoplamiento con aminas
biciclicas tales como N-(1-naftil) etilendiamina. Esta reaccion detecta los nitritos en una
gran variedad de liquidos bioldgicos y experimentales, como el plasma, sangre, orina, etc.

Para su cuantificacion se realizoé una curva patron con una solucion patron de NaNO, (J.T.
Baker, grado RA) en concentraciones de 0 a 100 uyM, la cual se leyé a 540 nm en el
espectrofotometro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific).

Una vez obtenidas las lecturas de la curva patron, se procedio a tratar las muestras de
higado. Para lo cual, se tomaron 50uL de muestra, adicionando de manera secuencial 1
mL de sulfanilamida 2% (p/v) en H3PO4 al 5% (v/v) incubandose durante 15 minutos en
la obscuridad y a temperatura ambiente; seguido de la adicion de 1 ml de diclorhidrato de
N-(1-naftil) etilendiamina (J.T. Baker, grado RA), incubandose a temperatura ambiente en
la obscuridad durante 15 minutos antes de leer la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific).

6.10 Cuantificacion de proteina total por el método de Biuret

Se basa en la formacién de un croméforo violeta por la reaccién del Cu?* y cuatro grupos
NH de los enlaces peptidicos en medio basico. En esta reaccién, la intensidad de
coloracion es directamente proporcional a la cantidad de enlaces peptidicos presentes en
la muestra.

Con base en lo anterior se prepard una curva patrén de albumina de huevo (Sigma) (10
mg/ml), realizando disoluciones de 0 a 10 mg/ml de concentracién. Posteriormente, se
adicioné de manera secuencial 2 mL de reactivo de Biuret, incubandose a temperatura
ambiente durante 20 minutos antes de leer la absorbancia a 545 nm en el
espectrofotometro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific).

La concentracion proteica de las muestras problema se realiz6 tomando 50 uL de
homogenado de higado, a las cuales se agrego de manera secuencial 2 mL de reactivo
de Biuret, se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos y posterioemente se
leyé la absorbancia a 545 nm en el espectrofotometro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo
Fisher Scientific).
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6.11 Cuantificacion de la actividad de catalasa por el método de Chance y Machley

Protocolo basado con modificaciones en el método estandarizado de Chance y Machley,
el cual se fundamenta en el principio de que la enzima catalasa es capaz de reducir al
H,O, en una molécula de agua y Y2 de oxigeno molecular (Chance et al., 1954). Para
determinar esta reaccion se midio la descomposiciéon del H,O, a 240 nm en el
espectrofotometro UV (UNICO, S-2150 UV).

Se mezclaron 50 uL del homogenado de igado de raton con 3000 pL de sustrato (H,O, 27
mM en solucion PBS, pH 7.0) (LASA, grado RL)) en una cubeta de cuarzo.
Posteriormente, se registré la absorbancia a 240 nm cada 10 s durante 5 min.

Se calculo el cambio en la absorbancia a 240 nm por minuto (AA,4) como la pendiente de
la parte lineal de la grafica de A,4 contra el tiempo. La actividad de catalasa se calcul6
con la siguiente ecuacion:

UCAT/mL= (AA.4/€) (FD de la reaccién)) /mg/ml de proteina

Donde ¢ es el coeficiente de extincion molar del H,O, a 240 nm (37.36 umol-1mLAbs); y
FD es el factor de dilucion (1500/50= 30). Esta ecuacion fue corrigida por la concentracion
de proteina en cada muestra (método de Biuret).

6.12 Analisis estadistico

Para comparar los valores experimentales obtenidos entre los grupos mediante las
lecturas del método de Griess y Biuret, asi como los de la actividad enzimatica de
catalasa se utilizé un analisis de varianza (ANOVA).

Para la comparacién de las medias entre los grupos cuando hubo diferencias
significativas entre ellos se aplicé la prueba de Bonferroni. El nivel de significaciéon
estadistica fue de p<0.05. Todos los célculos se efectuaron con el auxilio del programa
SPSS para Windows, versiéon 12.0 (2003).
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VII. Resultados
7.1 Registro etnofarmacolégico de Heliotropium angiospermum.

Es importante mencionar que este registro etnofarmacolégico esta fundamentado en una
entrevista directa a informantes clave que hicieron uso de esta planta; los datos mas
representativos se muestran a continuacion:

Se aplicaron un total de 38 entrevistas, lo cual representa al 2.52% de la poblacién, de las
cuales el 71% corresponden al sexo femenino y el 29% al sexo masculino, que se
encuentran en un rango de edad entre los 23 y 84 afnos.

El 69 % de los entrevistados utilizan la planta en padecimientos de las vias urinarias,
mientras que los restantes en el tratamiento de artritis reumatoide, diabetes, gripe, tos y
calentura, entre otros. En la grafica 1 se agruparon los datos tomando en cuenta las 38
entrevistas realizadas asi como las afecciones tratadas con dicha especie.

Afecciones tratadas con Heliotropium
angiospermum

M Infecciones de vias urinarias
H Artritis reumatoides

M Infecciones de la Prostata

H Limpias

M Diabetes

i Heridas

M Hepatitis

M Gripe, tos y calentura

d Cancer

Grafica 1. Porcentaje e incidencia de uso de Heliotropium angiospermum.

A su vez, las entrevistas arrojaron datos como que las estructuras mas utilizadas son el
tallo y la hoja, mientras que la forma de administracién mas utilizada fue como agua de
tiempo, tomando preparados del cocimiento e infusiones de dichas estructuras durante un
periodo de tiempo de 7 dias a 1 mes, siendo la administracién de forma oral en dosis de
25 g de planta por litro de agua aproximadamente. En la Tabla 15 se muestran se
describen los resultados de Heliotropium angiospermum reportados en las entrevistas y
en la tabla 16 se presenta el resumen de todo el registro etnofarmacolégico.
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Usos medicinales Parte utilizada Forma de Forma de
preparacion administracion
Infecciones de las vias | Hoja Cocimiento Agua de tiempo
urinarias Flor Licuado
Raiz
Tallo
Toda la planta
Artritis reumatoide Hoja Cocimiento Agua de tiempo
Infusion Topico
Asado
Infeccion de la Prostata Tallo Cocimiento Agua de tiempo
Limpias Toda la planta Ninguna Barrido
Diabetes Hoja Cocimiento Agua de tiempo
heridas Hoja Cocimiento Cataplasma
Hepatitis Hoja Cocimiento Agua de tiempo
Gripe, tos y calentura Hoja Cocimiento Agua de tiempo
Cancer Hoja Cocimiento Agua de tiempo

Tabla 15. Usos medicinales de Heliotropium angiospermum reportados en las entrevistas.

_Nombre comun: Coladealacran .

Nombre totonaco Tascuyu-tuuan

Rango de edad de poblacion 23-84 anos

Uso Medicinal

Forma de reparacion Agua de tiempo, infusién y cocimiento.
Dosis Tallo y hoja: aprox. 25g/ Litro de agua
Frecuencia de uso 7 dias a 1 mes

Tabla 16. Resumen del registro etnofarmacolégico de Heliotropium angiospermum.

De estos datos se puede inferir que es la poblacion femenina de el Limon Chiquito la que
mas emplea a Heliotropium angiospermum como método preventivo y curativo para
dieversas enfermedades entre las que destacan la diabetes, infecciones respiratorias y
cancer. Estos resultados son parecidos a los reportados por la CONABIO y la BDMTM,
aunque cabe destacar que padecimientros como infecciones de las vias urinarias y
prostata, ademas de artritis reumatoide, son contribuciones del estudio etnofarmacolégico
para Heliotropium angiospermum en dicha comunidad.

7.2 Rendimiento de extraccion de Heliotropium angiospermum.

Se obtuvo un extracto hidroalcohdlico (70:30) de semilla y hoja con aspecto de masa
granulada de color café oscuro, por el contrario el de raiz, tallo y flor fue
homogéneo de consistencia blanda.

El rendimiento de extraccion se determind utilizando la siguiente férmula:

EO (g)
0 —_—
% R = T™V (9) * 100

g g = 7} _
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En donde por cada 100 g de material vegetal en las diferentes condiciones de extraccion,
R es el rendimiento, EO es el extracto obtenido y TMV es el total de la muestra vegetal
(Tolosa et. al.,, 2002). En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos en cada
estructura vegetal de Heliotropium angiospermum, en esta se observa que es el extracto
hidroalcohdlico el que genera un mayor rendimientro de extraccion, siendo la hoja y flor
las estructuras vegetales mas redituables en ambos extractos.

Solvente Proceso de EXTRACTO RENDIMIENTO
de extraccion
extraccion
Estructura R T H S F
vegetal

Etanol-agua  Macerado 1 mes Hidroalcohodlico 2.73g 2.36g 3.01g 2.88¢g 3.19¢g

(70:30)

Agua Cocimiento por Acuoso 0.29g 0.269g 1.42g 1.11g 1.02g
5 minutos
posteriores a la
ebullicion.

R: Raiz; T: tallo; H: hoja; S: semilla; F: flor

Tabla 17. Rendimientos de los extractos en cada estructura de Heliotropium angiospermum.

7.3 Analisis fitoquimico preliminar de metabolitos secundarios presentes en los
extractos hidrolcoholico y acuoso de Heliotropium angiospermum M.

Se realiz6 el analisis fitoquimico preliminar de las cinco estructuras vegetales (raiz, tallo,
hoja, semilla y flor) de Heliotropium angiospermum, obteniendo en total 10 extractos; 5
hidroalcohdlicos y 5 acuosos, los cuales fueron analizados mediante una serie de
reacciones especificas para detectar cada metabolito secundario.

En las tablas 18 y 19 se pueden observar los resultados del analisis de los extractos de
Heliotropium angiospermum, en dichas tablas se pone de manifiesto que son los extractos
hidroalcohdlicos de hoja y semilla en donde fueron detectados una mayor cantidad de
metabolitos secundarios, tales como: alcaloides, glicdsidos cardioténicos y saponinas. En
el caso del extracto acuoso, las estructuras que presentan mayor cantidad de metabolitos
son: hoja, semilla y flor, en el cual se detectaron cumarinas, alcaliodes, glicésidos
cardiotonicos y flavonoides.
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Metabolito secundario

Alcaloides

Glicosidos cardiotonicos

Esteroides y triterpenos
libres

Flavonoides

Taninos

Saponinas

Cumarinas

Keller-Killiani

H

+++

+++

+++

Extracto hidroalcohédlico

S

+++

++

-n

++

++

R: Raiz; T: tallo; H: hoja; S: semilla; F: flor
+ Presencia escaza, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No identificado

Tabla 18. Analisis fitoquimico preliminar del extracto hidroalcohdlico de los cinco érganos de Heliotropium
angiospermum.

Metabolito secundario

Alcaloides

Glicosidos cardiotoénicos

Esteroides y triterpenos
libres

Flavonoides

Taninos

Saponinas

Cumarinas

Keller-Killiani

Lieberman-Burchard

Lieberrman-Burchard

++

+++

++

Extracto acuoso

S

+++

+++

++

+++

+++

++

+++

R: Raiz; T: tallo; H: hoja; S: semilla; F: flor
+ Presencia escaza, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No identificado

a s Vant 7 B
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Tabla 19. Analisis fitoquimico preliminar del extracto acuoso de los cinco 6rganos de Heliotropium
angiospermum.
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7.3.1 Pruebas coloridas de los metabolitos secundarios

presentes en los extractos

hidroalcohélico y acuoso de Heliotropium angiospermum.

Figura 11. Pruebas coloridas del extracto hidroalcohdlico de Heliotropium angiospermum.

Alcaloides EHH (Reactivo de Dragendorff)

Blanco

2 mg/mL 6 mg/mL 10 mg/mL

Alcaloides EHH (Reactivo de Wagner)

Reactivo de Dragendorff

La formacion de un cromoéforo
naranja-amarillento es indicativa
de presencia de alcaloides.

EAF: Extracto Acuoso de Flor
EAS: Extracto
Semilla

de

Acuoso

2 g/mL 4mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL

Blanco

Glicosidos cardiotéonicos EHH (Reactivo de Keller Killiani)

Reactivo de Wagner

La formacion de un cromoéforo
color marréon es positivo para
esta reaccion.

EAF: Extracto Acuoso de Flor
EAS: de

Semilla

Extracto  Acuoso

2 mg/mL 4mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL

Blanco

Glicoésidos cardiotéonicos EHT (Reactivo de Keller Killiani)

Reactivo de Keller- Killiani
La prueba es positiva si se forma
un cromoforo azul o  azul
verdoso.

EHH: Extracto Hidroalcohdlico

de Hoja

Blanco 2 mg/mL 4g/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL

Glicosidos cardiotéonicos EHH (Reactivo de Baljet)

2mg/mL 4mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL

Blanco

Reactivo de Baljet
la

observar desde un color rojo a

Para lactona se puede
naranja estable.

EHH: Extracto Hidroalcohdlico
de Hoja

EHT: Extracto Hidroalcoholico

de Tallo
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Resultados (2

Como se observa en la
l_imagen, la formacion de

espuma indica presencia de

saponinas.

Reactivo de Lieberman
Burchard

La coloracion azul y/o
verde claro indica
presencia del  Nucleo
esteroidal, mientras que
la coloracion rojo-naranja
o pardo es indicativa de
nucleo triterpénico.

EHH: Extracto
Hidroalcoholico de Hoja
EHR: Extracto

Hidroalcohdlico de Raiz

Figura 12. Pruebas coloridas del extracto acuoso de Heliotropium angiospermum.

Flavonoides EAF (Reaccion de Shinoda)

La reaccion de Shinoda es
positiva cuando se observa la
formacion de un cromoforo que

R v f= - v 2 puede virar del amarillo al
Blanco 2mg/mL 4mg/m 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL naranja o al rojo cereza. En este
caso se nota la presencia de
Flavonoles al generarse un

Flavonoides EAS (Reaccion de Shinoda)

cromoforo naranga.

EAF: Extracto Acuoso de Flor
EAS: Extracto Acuoso de
Semilla

‘-x‘—‘“L!vi 2 B LS . VY B EAH: Extracto Acuoso de Hoja
Blanco 2mg/mL 4mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL

-

Blanco 2 mg/mL

4mgmL 6mgmL 8mg/mL 10 mg/mL
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Resaltados

8 mg/mL 10 mg/mL

Blanco 2mg/mL 4mg/mL 6mg/mL 8>g/mL

Alcaloides EAT (Reactivo de Draguendorff)

10 mg/mL
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Reactivo de Keller Killiani
Cromoforo azul o azul verdoso
indica presencia de azucares,

especificamente de 2-
desoxiazlcares.
EAS: Extracto Acuoso de

Semilla
EAH: Extracto Acuoso de Hoja

Reactivo de Meyer
La coloracion naranja-
amarillenta es indicativa de
presencia de alcaloides

EAF: Extracto Acuoso de Flor
EAS: Extracto

Semilla

Acuoso de

Reactivo de Draguendorff
El  precipitado  marron es
indicativo de  presencia  de
alcaloides

EAH: Extracto Acuoso de Hoja

EAT: Extracto Acuoso de Tallo
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7.4 Efecto de los extractos hidroalcohélico y acuoso de Helitropium angiospermum
sobre las concentraciones de nitritos.

Los resultados indican un aumento significativo en las concentraciones de nitritos en el
homogenado de higado en el grupo inducido a cancer con 6éxido de niquel con respecto al
control negativo. Por el contrario, se observa que los grupos inducidos a cancer y tratados
con los extractos hidroalcohdlico y acuoso de hoja de Helitropium angiospermum en dosis
de 5 mg/Kg disminuyeron las concentraciones de este. De la misma manera, el grupo
inducido a cancer y tratado con el extracto acuoso de tallo a dosis de 5 mg/Kg muestra
una disminucién significativa en la concentracion de nitritos con respecto al control
positivo (Grafica 2).

Cabe destacar que los extractos hidroalcohdlicos generaron un aumento en las
concentraciones de nitritos, lo cual, se ve reflejado principalmente en los extractos
hidroalcohdlicos de hoja en dosis de 10 mg/Kg y de tallo en 5y 10 mg/Kg.

0.2 -
0.18 -
0.16 -
0.14 -

—A%
— *

0.12 -
0.1 -
0.08 -

*
*
*
0.06 - T *
T *
0.04 - =
0.02 -
0
T EHT EAH EAH EAT  EAT

(o8 v C+ EHH EHH EH
Smg/Kg 10 mg/Kg 5mg/Kg 10 mg/Kg 5mg/Kg 10 mg/Kg Smg/Kg 10 mg/Kg

KM/mL de nitritos

D Hidroalcohdlico
Acuoso Tratamientos

Grafica 2. Efecto de los extractos hidroalcohédlico y acuoso de Heliotropium angiospermum sobre la
concentracion de nitritos (uM/ mg de proteina) en homogenado de higado de ratones hembra de la
cepa CD-1. * Valores con diferencia significativa con respecto a C+ p<0.05

C-: Control negativo (sin ningun tratamiento) C+: Control positivo (induccion a cancer con NiO)
V: Vehiculo (aceite de oliva)

() Extracto hidroalcohélico + NiO @ Extracto acuoso + NiO

EHH: Extracto Hidroalcohdlico Hoja EAH: Extracto Acuoso Hoja

EHT: Extracto Hidroalcohdlico Tallo EAT: Extracto Acuoso Tallo
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7.5 Efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Helitropium angiospermum
en la actividad enzimatica de catalasa.

Los resultados indican que la actividad enzimatica de catalasa practicamnete no se
modifica en el grupo inducido a cancer con Oxido de niquel con respecto al control
negativo. Por el contrario los grupos inducidos a cancer y tratados con los extractos
hidroalcohélico y acuoso de Helitropium angiospermum aumentaron la actividad de esta
enzima antixodante. Los extractos hidroalcohdlico y acuoso de hoja a dosis de 10 mg/Kg y
acuoso de tallo de 5 mg/Kg presentan las actividades mas significativas al aumentar la
activdad enzimatica, esto con referencia al control positivo (Grafica 3).

Es importante destacar que en los grupos inducidos a cancer y tratados con los extractos
hidroalcohélicos de tallo en dosis de 5 y 10 mg/Kg generaron una disminucion de la
actividd enzimatica.
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0.5 - *
® T
R
]
% 04 -
s *
£
03 - *
©
(7]
o
© T T
s 0.2 -
o T * %
)
© -
§ 0.1 - I

0
C- Vv C+ EHH EHH EHT EHT EAH EAH EAT EAT

D Hidroalcohdlico 5mg/Kg 10 mg/Kg 5mg/Kg 10 mg/Kg 5mg/Kg 10 mg/Kg 5mg/Kg 10 mg/Kg
- Acuoso Tratamientos

Grafica 3. Efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum sobre la
actividad de la catalasa (M de catalasa/ mg proteina) en homogenado de higado de ratones hembra
de la cepa CD-1. * Valores con diferencia significativa con respecto a C+ p <0.05.

C-: Control negativo (sin ningun tratamiento) C+: Control positivo (induccion a cancer con NiO)
V: Vehiculo (aceite de oliva)

o Extracto hidroalcohélico + NiO . Extracto acuoso + NiO
EHH: Extracto Hidroalcohdlico Hoja EAH: Extracto Acuoso Hoja
EHT: Extracto Hidroalcohdlico Tallo EAT: Extracto Acuoso Tallo
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VIII. Discusion
8.1 Registro etnofarmacolégico de Heliotropium angiospermum.

Desde las épocas mas remotas de la humanidad, las sociedades han recurrido al uso de
las plantas como fuente de medicamentos. Segun la OMS, el 80% de la poblacion
mundial recurre a la medicina tradicional para atender sus necesidades de atencion
primaria de salud (UICN 1993). Se ha provocado por consiguiente, un aumento en el
interés cientifico y en la comprobacion cientifica de las propiedades atribuidas a las
plantas medicinales. Ademas ha surgido gran interés por conocer las plantas que con
fines medicinales utilizan las distintas comunidades. Wong et al., (2001) definen la
etnobotanica como el estudio de la interaccién entre la poblacion y su medio ambiente,
incluida las plantas que utilizan.

La Etnofarmacologia es un area multidisciplinaria fundamentada en la observacion,
descripcion e investigacion experimental de los recursos (vegetal, animal o mineral)
usados como medicamentos por los pueblos indigenas. La visidn de esta disciplina ha
cambiado durante los ultimos 34 anos consolidandose como un medio potencial para la
validacion y optimizacién del conocimiento tradicional (Etkin et al., 2005; Heinrich, 2001;
Jaeger, 2005; Verpoorte et al., 2005). Bajo este esquema el estudio fue dirigido a un
registro etnofarmacologico al aportarnos datos relevantes para el posterior disefo
experimental.

Existen diversos estudios etnofarmacoldgicos y etnobotanicos dirigidos hacia la familia
Boraginaceae, particularmente para el Género Heliotropium con algunas especies
principales: Heliotropium curassavicum L., Heliotropium indicum L., Heliotropium
arborescens L. y Heliotropium europaeum L. Las cuales presentan propiedades
antiinflamatorias, antiespasmoédicas, digestivas, dermatoldgicas, cardiotonicas,
antihelminticas, abortivas, cicatrizantes, antigotosas y antipireticas. Siendo las
propiedades diuréticas y hemostaticas el distintivo en ésta familia. Sin embargo son
pocos los estudios realizados a Heliotropium angiospermum M., la cual presenta
propiedades diuréticas, antiinflamatorias, antiespasmaddicas, digestivas, dermatolégicas y
cardiotonicas (Barajas et al., 2005).

El estudio etnofarmacolégico de Helitropium angiospermum reflejéo que en la Comunidad
el Limén Chiquito la especie medicinal es utilizada en padecimientos de las vias urinarias,
artritis reumatoide y diabetes, asi como también para la curacién de heridas. De igual
manera, se corrobora el uso de tallo y hojas (CONABIO, 2011) de esta planta en la
comunidad, observando que la raiz no es una estructura utilizada por la poblacién, aun
cuando existen reportes de la BDMTM (2009) de que la infusion elaborada con la raiz
sirve para curar el "empacho".

Cabe destacar que autores como Chataing (2004) y Barajas (2005) reportan distintas
actividades biolégicas para la familia Boraginace y el género Helitropium como
antiparasitario y antinflamatorio, ademas, a este género se le atribuyen propiedades
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antioxidantes, principalmente por la presencia de compuestos y/o metabolitos secundarios
que pueden modular esta actividad en distintos procesos celulares.

8.2 Analisis fitoquimico preliminar de los metabolitos secundarios detectados en
los extractos hidroalcoholico y acuoso de Heliotropium angiospermum.

Estudios quimicos de Heliotropium angiospermum han demostrado que uno de los
principales metabolitos biosintetizados por esta especie, son los alcaloides derivados de
la pirrolizidina. Lo que se corrobora con los resultados obtenidos en la presente
investigacion, ya que fueron los alcaloides el grupo de metabolitos secundarios
detectados en todas las estructuras vegetales de los extractos hidroalcohdlico y acuso.

Sin embargo, dado que la cantidad de precipitado es proporcional a la concentracion de
alcaloides en la muestra, puede inferirse que las hojas, semillas y flor son los érganos de
la planta donde tiene lugar la mayor acumulacion de estos metabolitos secundarios,
aunque cabe mencionar que raiz y tallo presentan concentraciones apreciables.

Nota: en cada prueba para la deteccién de los metabolitos la formacién del croméforo y/o
precipitado aumenta con respecto a las concentraciones experimentales (2 mg/mL
4mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL).

De la planta entera se han aislado alcaloides de pirrolizidina, lindelofidina, hidroxi-metil-I-
2-epopxi-pirrolizidina, retronecina, supinidina y tachelantamidina, de la hoja la
espermidina, espermina y putrecina, y de la inflorescencia sélo los dos primeros (Bireka et
al., 1987; BDMTM, 2009; CONABIO, 2011).

A los alcaloides presentes en algunas plantas se les atribuyen actividades citotoxicas,
ademas de ser un potente agente anticancerigeno, antineoplasico y estimulante del
sistema nervioso central (Kutchan, 1995; Ghosh, 2000), razén por la cual son utilizadas en
el tratamiento contra el cancer. Este grupo de metabolito es el de mayor importancia para
la industria farmacéutica debido las propiedades que presenta, entre las que destacan:
antiinflamatorios, emolientes y diuréticos, propiedades anestésicas, eméticas,
analgésicas, sedante, antiséptico. Otros estudios remarcan la importancia
farmacognéstica de la familia Boraginaceae y de algunas de sus especies las cuales
debido a la presencia de alcaloides son utilizadas en trastornos gastrointestinales y
respiratorios (Barajas et al., 2005).

El segundo grupo que presenta mayor abundancia en los cinco organos analizados son
los glicosidos cardiotonicos. El blumenol A y B son glicdsidos aislados de esta planta,
principalmente en tallos y hojas (Erosa et al., 2009). Después de aplicar las pruebas de
coloracién se determindé la presencia de glicosidos principalmente en semilla, tallo, hoja y
flor de ambos extractos.

Los glicésidos han sido considerados de interés por su potencial uso farmacoldgico,
poseen accién tonica y fortalecedora del corazén, actuando directamente sobre la
contractilidad del musculo cardiaco (miocardio) y sobre la circulacién auricula-ventriculo,
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mientras que algunas tienen propiedades diuréticas, especies del género Bufus han
tomado mayor relevancia por su potencial anticancerigeno.

Recientemente se demostré la capacidad de los glicésidos para inhibir tumores en etapa
de carcinogénesis, esto utilizando concentraciones bajas de los mismos y asi ejercer un
efecto citoprotector, el cual puede ser empleado en futuras terapias tanto para
enfermedades neurodegenerativas como el el tratamiento del cancer (Ahmed et al., 2008
y Langenhan et al., 2005).

Otro de los metabolitos detectados principalmente en el extracto ocuoso fueron los
flavonoides, especificamente de flavonoles al dar positivo para la reaccion de Shinoda al
formarse un croméforo naranja. Las hojas, semillas y flores presentaron una mayor
abundancia para el extracto acuoso, a diferencia del alcohélico que solo se identificd en la
raiz..

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos
hidroxilo fendlicos que le confiere la capacidad de secuestrar hierro y otros metales de
transicion (Escamilla et al., 2009), generando accién antioxidante y destructor de radicales
libres. Entre los mecanismos moleculares postulados para explicar esta propiedad se
encuentra la capacidad como atrapadores de radicales libres, como donadores de
hidrogeno, su potencial como agentes reductores y agentes quelantes. Por ello
desempenan un papel fundamental en la proteccién frente dafos a nivel oxidativo, es asi
como son reconocidas sus actividades antialérgicas, antiinflamatorias, antiviricas,
anticancerosas y antioxidantes y protectoras del higado.

Asi mismo, los flavonoides afectan una gran cantidad de enzimas y proteinas asociadas a
la fotofosforilacion. Por ello tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de
patologias, incluyendo la diabetes mellitus, cardiopatias, la aterosclerosis y el cancer
(Castro et al., 2013).

La presencia de este tipo de metabolito en Heliotropium angiospermum hace posible que
se valide el uso terapéutico de esta planta, asi como su funcién antioxidante vy
citoprotectora, ya que este compuesto esta implicado con los componentes polifendlicos
que presentan un mecanismo de accién reductora en la interaccion con especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno, retirando el oxigeno reactivo de radicales hidroxilo e
hidroperoxidos, bloqueando de esta manera la accion deletérea de dichas sustancias
(Zulueta, 2009).

Por otra parte, existe un considerable interés en el uso de los isoflavonoides en la
prevencién del cancer, ya que el consumo con la dieta de los isoflavonoides daidzeina y
genisteina, los cuales estan presentes en la soja, reducen sustancialmente la probabilidad
de padecer canceres de mama o préstata en humanos.

La presencia de flavonoles en el extracto acuoso de Heliotropium angiospermum dentro
de los que se manifiesta con mayor importancia la quercetina, compuesto que no ha sido
reportado para esta especie, pero que influye dentro de las propiedades reportadas para
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la familia Borginaceae, teniendo como principal propiedad la proteccion intestinal,
propiedad que sin saberlo ha sido retomada por los pobladores de la comunidad el Limon
Chiquito, Cazones de Herrera, Veracruz.

La quercetina es uno de los flavonoides mas abundantes en los alimentos, siendo
reconocida por sus propiedades antialérgicas, aniticancerigenas, antioxidantes, ademas
de evitar la permeabilidad intestinal. Este compuesto ha demostrado mejorar la funcién de
la barrera del intestino, al ejercer un efecto de “sellado” debido a su papel en el
ensamblaje y expresién de proteinas de unién que son indispensables para que solo los
nutrientes y el agua que necesitamos traspasen la barrera intestinal (Santos et al., 2000).

En el higado se ha descrito que la quercetina es capaz de inhibir la activacion de células
estrelladas, asi como la produccion de 6xido nitrico, modificando las vias de expresion de
proteinas celulares (Kawada et al.,, 1998). En estudios in vitro se ha comprobado que
flavonoides como el kaempferol y la geurcetina, inhiben la expresion de 6xido nitrico
sintetasa y la formacion de 6xido nitrico en macrofagos estimulados por LPS (Autore et
al., 2001). Asi mismo, han mostrado eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion
lipidica de fosfolipidos de membrana y la peroxidacion de glébulos rojos (Ursini et al.,
1994).

Otros flavonoles detectados en el extracto acuoso de Helitropium angiospermum y que no
han sido reportados en esta especie, son el kaempferol y la miricetina, los cuales junto
con la quercetina modulan las concentraciones intracelulares de glutation aumentando su
nivel en un 50% induciendo asi, el sistema antioxidante y contribuyendo a la prevencién
de enfermedades (Myhrstad et al., 2002).

Los resultados también indican la presencia de saponinas, cuamrinas y esteroides y
triterpenos libres pero distribuidos de manera indistinta en los extractos, asi como también
en los érganos de la planta.

Las saponinas fueron detectadas unicamente en el extracto hidroalcohdlico en tres de las
cinco estructuras, con mayor concentracién en hoja, raiz y semilla, mientras que los
esteroides y triterpenos libres se identificaron en raiz y semilla también del extracto
hidroalcohélico. Las cumarinas fueron detectadas solamente en el extracto acuoso de la
raiz, hoja, semilla y flor de dicha especie. Es importante destacar que este es el primer
estudio en los que se reportan la presencia de flavonoides, cumarinas, saponinas y
esteriodes y triterpenos libres en Heliotopium angiospermum.

Los esteroides y triterpenos libres fueron detectados en el extracto hidroalcohdlico, estos
compuestos son importantes para la industria farmacéutica ya que presentan propiedades
antiinflamatorias, antihipertensivas, antioxidantes, anticancerigenas, citotoxicas y
antimicrobianas (Tholl et al., 2006). Estudios demuestran que este tipo de metabolito
puede inhibir la sefalizacion del factor NF-kB el cual es el principal regulador de los
procesos inflamatorios y de cancer, demostrando que la presencia de este metabolito en
la planta puede ejercer un potencial anticancerigeno (Salminen et al., 2008).
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Otro metabolito detectado en el extracto hidroalcohdlico son las saponinas, estas son
consideradas como precursores unicos de medicamentos esteroides tales como
hormonas sexuales, corticoides, contraceptivos orales y diuréticos. Ademas algunas
saponinas se han relacionado con diversas actividades bioldégicas como: antimicrobiana,
citotéxica, antitumoral, insecticida, antihelmintica, expectorante, diurética, cardiovascular,
antiinflamatoria,  espermicida, analgésica, antipirética, sedante, antifertilidad,
antihepatotoxica, hemolitica, antimicética, etc. Ademas de ser utilizadas como
coadyuvantes de la accion de otras plantas, ya que facilitan la absorcién de los principios
activos incrementando su eficacia (Avalos et al., 2009).

Estudios indican que los efectos de las saponinas estan relacionados con sus
propiedades de disrupcion de membranas celulares y de formacion de micelas con acidos
biliares, ademas de generar efectos citotoxicos sobre células tumorales 549, Hela, HL-
60, KB (Sparg et al., 2004 y Puangpraphant et al., 2011).

Por ultimo, se detectd la presencia de cumarinas, metabolito reconocido por pertenecer a
la gran familia de los compuestos fendlicos que demuestran diversas actividades
biolégicas como lo son: antitumoral, antiinflamatorios, antisépticos, analgésicos; algunas
se conocen como inhibidores de la induccidn de tumores por carcinogénesis quimica; esto
debido a la habilidad para inhibir el desarrollo de ciertas enzimas como transcriptasa
(Dominguez, 2002).

Las cumarinas se caracterizan por poseer una variedad de patrones de oxigenacion sobre
el nucleo de la benzopirona, siendo la oxigenacién en C-7 la mas comun entre las
cumarinas naturales (Arango, 2010). Algunos de estos compuestos presentan un amplio
rango de actividad bioldgica, por ejemplo el dicumarol ejerce una accion anticoagulante y
antibacterial, la novobiocina presenta accion antibiotica, hepatoxicidad aguda vy
carninogenicidad de ciertas aflatoxinas, mientras que el cumestrol presenta actividad
astrogenica, accion fotosensibilizadora de furanocumarinas como el bergapteno y la
xantotoxina, accion insecticida de los surangin Ay B (Lacy et al., 2004).

Los estudios fitoquimicos realizados en plantas medicinales, preferentemente en aquellos
que son utilizadas como antinflamatorios y anticancerigeno nos lleva a comprobar que
estas especies contienes compuestos flavonicos y/o cumarinicos (Hirano et al., 1994).
Aunque el mecanismo de accion de estos compuestos anticancerigenos no se conoce
con exactitud, se ha descubierto que es debido a diferentes procesos como alteraciones
enzimaticas.

La actividad bioldgica de las cumarinas como anticarcinogénica se debe a la posicion del
grupo carbonilo y conjugacion con el doble enlace en el anillo lacténico, desarrollando asi,
un dipolo que ayuda a la orientacién y acoplamiento de la molécula en un ambiente
biolégico apropiado (Dominguez, 2002).

Investigadores como Chang y Geahien (1992) mostraron que el mecanismo de accion
anticancerigeno de las cumarinas es debido a la inhibicion de la proteina-tirosinaquinasa

g’é{/{/ﬂ ~\Z'/(mf ,%,,(),; (9{/1;{1’/(7 )'\”‘
% |




2.! o\

ocasionado por aquellos compuestos o metabolitos que presentan funciones lacténicas o
carbonilicas como es el caso de flavonoides, cumarinas y quinonas.

Al realizar estudios in vitro con flavonoides y cumarinas para comprobar la citotoxicidad y
sus propiedades anticancerigenas, se concluyd que los mecanismos anticancerigenos se
deben a la incorporacion de timidina y que este puede suprimir la sintesis de ADN
(Sanchez et al.,, 2001), ya que las cumarinas y los flavonoides inhiben las células
tumorales por un mecanismo glicésido aerdbico bloquendo la ATP-asade Na'y K.

El hecho de que se observe en el extracto hidroalcohdlico una mayor presencia de
metabolitos secundarios con respecto al extracto acuoso es explicado por la solubilidad
de los metabolitos, la cual es mayor en un extracto hidroalcohdlico. Lo que se corrobora
en diversos estudios que indican la eficacia de extractos hidroalcohdlicos, puesto que
estas disoluciones son mas eficientes que el agua en la extraccion de compuestos
fendlicos (Yilmaz et al., 2006).

Ademas existen parametros como el tiempo y la tempreatura que influyen en la
optimizacion del proceso de extraccién, ya que algunos compuestos pueden degradarse o
transformarse en otras moléculas, de tal manera que se modifica la actividad biolégica de
los compuestos de interés (Maier et al., 2008). Es por ello que la extraccion
hidroalchoholica se realizd durante un tiempo equivalente a un mes a temperatura
ambiente. Mientras que la extraccion acuosa se realizé a 5 min a punto de ebullicion, lo
cual segun lo reportado puede comenzar la degradacion y/o transformacion de las
moléculas de interés.

En contraste y a pesar de lo reportado bibliograficamente, pudiéndose transformar o no el
compuesto de interés, es el cocimiento de la especie vegetal y por ende la realizacién de
un extracto acuoso, la forma de extraccion mas utilizada en la comunidad de estudio.

8.3 Efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium
angiospermum sobre las concentraciones de nitritos.

El cancer se ha relacionado con un estrés oxidativo persistente, entendido como una
situacién bioquimica que se caracteriza por el desequilibrio entre los radicales libres,
principalmente las especies reactivas de oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERN), y los
mecanismos de defensa antioxidantes. Aunque la administracion de agentes que
disminuyan la inflamaciéon pueden ser un recurso para evitar estas condiciones, en los
casos de tratamientos contra el cancer, se emplean agentes citotoxicos, los cuales no son
selectivos y afectan tanto a las células cancerigenas como a las normales ocasionando
efectos adversos. Ante este panorama, se han realizado grandes esfuerzos a nivel
mundial para encontrar farmacos novedosos contra esta patologia, los cuales han dado
lugar al aislamiento e identificacion de productos naturales con actividad anticancerigena
los alcaloides bisinddlicos vincristina y vinblastina, asi como el taxol y la camptotecina son
ejemplos de este tipo de compuestos (Hileman et al., 2004).
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Algunos estudios han observado que pacientes con cancer avanzado presentan
concentraciones plasmaticas de ERO mas elevadas que los individuos sanos, mientras
que los niveles de actividad enzimatica de los sistemas antioxidantes como CAT, GPx y
SOD se hallan disminuidos (Sharma et al., 2009).

Ante esta premisa, la presente investigacion se enfocoé en evaluar el posible efecto
antioxidante de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum
sobre las concentraciones de nitritos, moléculas reconocidas por estar implicadas en el
proceso carcinogénico al generar mutaciones en p53 (Diaz, 2004).

Existen evidencia de que el éxido de niquel induce procesos carcinogénicos en los
humanos, generando la exposicién prolongada del mismo cancer de pulmén y nasal,
debido a la alta actividad genotdxica y mutagénica que dicho compueto presenta (Hong et
al., 2013). Siendo capaz el ion niquel de inducir heterocromatinizacion mediante la unién a
los complejos de ADN-histonas y el inicio de la condensaciéon de cromatina, lo que lleva a
la desregulacion de la senalizacion celular, alteraciones epigenéticas e incluso a la
induccion de alteraciones en la estructura de la cromatina, la metilacion del ADN vy
modificaciones de las histonas que en conjunto contribuyen al proceso de iniciacion y
progresion tumoral (Costa et al., 2005 y Ariata et al., 2009). Partiendo de lo anterior, se
reconoce que la actividad de los nitritos se ve afectada con la exposicién de compuestos
que alteran la producciéon de dicha molécula.

Los resultados obtenidos en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1
indican una disminucién de las concentraciones de nitritos con la aplicacién de extractos
en dosis de 5 mg/Kg del extracto hidroalcohdlico de hoja, asi como de las dosis de 5
mg/Kg de los extractos acuosos de hoja y tallo de Helitropium angiospermum, aun cuando
la concentracién de radicales libres es elevada en estos organismos.

Posiblemente esta actividad antioxidante es mediada por los glicésidos cardioténicos que
presentan un alto potencial quimiopreventivo contra las especies reactivas de oxigeno
(Albert, 2010), y compuestos fenolicos como flavonoides y cumarinas. Los flavonoides
contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos hidroxilo fendlicos con
excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicién (Haysteen,
1983). Mientras que la actividad biolégica de las cumarinas como anticancerigena se
debe a la posicion del grupo carbonilo y conjugacion del doble enlace en el anillo
lacténico, desarrollandose asi un dipolo que ayuda a la orientacion y acoplamiento de la
molécula en un ambiente bioldgico apropiado (Dominguez 2002 ). Es por ello que la
presencia de este tipo de metabolitos desempefian un papel esencial en la protecciéon
frente a los fendmenos de dano oxidativo, fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo
y superoxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de
peroxidacion lipidica.

Asi mismo es importante mencionar que los extractos hidroalcohdlico y acuoso a dosis
altas incrementaron la concentracion de nitritos en el homogenado, lo cual podria estar
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ocasionado por la presencia de compuestos como alcaloides pirrolizidinicos 0 mezclas de
estos, los cuales son reconocidos por generar cirrosis hepatica e inclusive de ocasionar
dafior al ADN. Por estos motivos, el uso de Heliotropium angiospermum se reconoce
como riesgoso, ya que puede ser téxica y causar envenenamientos de personas, sobre
todo nifios (Duno et al., 2010).

Los reportes sobre la actividad biolégica de extractos de Heliotropium angiospermum
destacan la actividad de los metabolitos presentes en dichos extractos en el tratamiento
de enfermedades gastrointestinales; debido a la presencia de varios alcaloides. Por otro
lado, se menciona que el uso de las hojas de Heliotropium angiospermum administradas
como infusion o cataplasma es de alta utilidad, asi como agente antiinflamatorio (Erosa et
al., 2009).

Estudios sefialan la activdad del NO como medidor fisiolégico, ya que en bajas
concentraciones esta molécula es necesaria para generar los efectos antiinflamatorios y
antitrombdticos. En cambio cuando estas concentraciones son altas el NO conduce a
dafio mitocondrial y a modificaciones en el ADN, e incluso a la produccion de mas
radicales libres como peroxinitritos (Tuncyurek et al., 2006).

Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio sobre las concentraciones de
nitritos en el homogenado de higado infieren que Heliotropium angiospermum presenta un
efecto significativo sobre la regulacién de dicho compuesto, lo que confirma el uso referido
del tallo y hojas para el tratamiento y prevencién de diversas patologias que conlleven
procesos inflamatorios, entre las que destaca en cancer.

8.4 Efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium
angiospermum en la actividad enzimatica de catalasa

Aunque la catalasa no es esencial para algunos tipos celulares, en condiciones normales
tiene un importante papel en la adquisicion de tolerancia al estrés oxidativo, constituyendo
uno de los primeros mecanismos de defensa contra la oxidacién inducida por RL (Peraza,
2008).

La actividad enzimatica de catalasa fue evaluada en el homogenado de higado de raton,
obteniendo como resultado un incremento de la actividad antioxidante en el grupo tratado
con los extractos hidroalcohdlico de hoja a dosis de 10 mg/ Kg y acuoso de hoja y tallo a
dosis de 10 y 5 mg/Kg respectivamente mostrando las actividades mas significativas, esto
con respecto al control positivo inducido con NiO. Lo que nos indica una disminucion de
radicales libres y estimulacién del sistema antioxidante de catalasa. Por el contrario, los
extractos hidroalcohdlicos de tallo en dosis de 5 y 10 mg/Kg son los Unicos que muestran
una disminucion significativa de la actividad enzimatica.
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Abdulghader et al., (2008) determinaron que en Heliotropium europaeum la actividad de
la enzima catalasa se incrementa de manera proporcional incrementando las dosis de
extractos acuosos de hoja (0 a 2.5 g/ml de agua). Por lo obtenido en los resultados de la
presente investigacion se puede inferir que Helitropium angiospermum al pertenecer a la
misma familia que Heliotropium europaeum comparten aleloquimicos que estan
generando un aumento de la actividad de esta enzima en los extractos acuosos.

El hecho de que la actividad de catalasa se vea afectada de manera sustancial en el
higado, se debe a que este 6rgano es blanco en los procesos de tumoracion (Lutoslawska
et al., 2003). Motivo por el cual, se puede inferir que la elevacion de la actividad de esta
enzima se debio a que en los organismos evaluados ya se habia instalado el proceso
carcinogénico, razon por la cual se dio un aumento en la produccion de radicales libres y
por ende la activaciéon de los mecanismos antioxidantes. Siendo como se mencionaba
anteriormente la elevacion de la actividad enzimatica de catalasa uno de los primeros
mecanismos en contrarrestar este dano oxidativo.

8.5 Consideraciones finales

Aunque la administracién de agentes que disminuyen la inflamaciéon pueden ser un
recurso para evitar condiciones de estrés oxidativo, en los casos de tratamientos contra el
cancer aun no existen agentes que sean selectivos, por tal motivo una de las alternativas
es la terapia antioxidante, siendo los de origen natural los de mayor intereés.

Asi mismo, investigaciones recientes han demostrado que los extractos de plantas,
principalmente aquellos que presentan metabolitos secundarios poseen inhibidores
eficaces de la peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo. Motivo por el cual, tienen gran
importancia como agentes terapéuticos en varias enfermedades causadas por dicha
condicion (Sen et al.,, 2010 y Benzie, 2003), una de las mas importantes es el cancer,
donde la participacion de las ERO juegan un papel prepoderante (Lopez et al., 2012).

La presencia en los extractos de compuestos fendlicos como flavoniodes y cumarinas, asi
como de glicosidos cardiotonicos que presentan un alto potencial quimiopreventivo contra
las especies reactivas de oxigeno hace posible la actividad biolégica que demostraron los
extractos en los modelos de estudio.

Sin embargo se infiere que la actividad biolégica expuesta en la presente investigacién se
debe al conjunto de metabolitos presentes en los extractos y no a la actividad bioldgica
que presentan por separado, demostrandose asi la eficacia de Heliotropium
angiospermum ante los fendmenos de dafo oxidativo como probable regulador del estrés
oxidativo generado durante un proceso carcinogénico, confirmando que la utilizacién de
Helitropium angiospermum es efectivo para el tratamiento de enfermedades relacionadas
con procesos inflamatorios.
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9. CONCLUSIONES
Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que:

= Las estructuras mas utilizadas en la comunidad el Limén Chiquito son: el tallo, la
hoja y la planta completa.

= Se identifico la presencia de alcaloides, glicésidos cardiotonicos, saponinas,
esteroides vy triterpenos libres en el extracto alcohdlico, mientras que en el acuoso,
cumarinas, flavonoides, alcaloides y glicésidos cardiotonicos.

= Los extractos hidroalcohdlicos de hoja y acuoso de hoja y tallo a dosis de 5 mg/Kg
disminuyen las concentraciones de nitritos en el homogenado de higado.

= Al aplicar los extractos hidroalcohdlico y acuoso de hoja a dosis de 10 mg/Kg se
genero un aumento de la actividad enzimatica de catalasa.
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XI. ANEXOS

ANEXO 11.1 Carta MEXU, UNAM

Instituto
“de Biologia

Locondonia schismotica

HERBARIO NACIONAL DE MEXICO

Universidad Nacional

Aikbiord do Mikdts DEPARTAMENTO DE BOTANICA

Meéxico D. F., a 2 de junio de 2015

Pas. Biol. Laura Ivon Torres Gonzélez

Pas. Biol. Alejandra Berenice Ramirez Mendoza
_ Biél. Catalina Machuca Rodriguez

Biol. Pedro Hernandez Ramirez

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

UNAM

Presente

Agradezco su interés por la donacién de un ejemplar botanico de la especie
Heliotropium angiospermum Murray (Boraginaceae) que es el respaldo de los
proyectos de investigacion de las tesis de licenciatura “Efecto de extractos de
Heliotropium angiospermum M. sobre el estrés oxidativo en un modelo murino de
cancer’ y “Actividad antioxidante de los extractos del Heliotropium angiospermum
"M. en un modelo de cancer” que se realizan en el laboratorio de Terapia Molecular
de la Unidad Multidisciplinaria de Investigacion Experimental, FES Zaragoza,
UNAM.

El Herbario Nacional de México (MEXU) agradece su atencion por el
donativo y se compromete al resguardo y a la conservacién adecuada de este
ejemplar.

Sin mas por el momento le envié un cordial saludo.

Atentament Ea
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SR =
M. en C. Alberto Reyes-Garcia
Encargado del Programa de Donaciones del Herbario Nacional de México (MEXU)

3er. Circuito €xterior, Cd. Universitaria. Apdo. Postal 70-367 C.P. 04510 México, D.F. Tels. (+55) 5622-9070, 9071, Fax: (+55) 5550-1760
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ANEXO 11.2 ENTREVISTA ETNOFARMACOLOGICA

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de estudios superiores Zaragoza

Unidad Multidisciplinaria de Investigacioén, L. 7 P.A Terapia Molecular

ENTREVISTA ETNOFARMACOLOGICA

No. de entrevista:
Fecha:
Sexo:

Nombre del entrevistado:

1.- ¢ Qué enfermedades ha padecido y cuales han presentado sus familiares mas cercanos?
2.- ;Qué alimentos consume regularmente?

3.- ¢ Con que nombre (s) le conoce a la planta?

4.- ;Cual es el uso que usted le ha dado a la planta?

5.- ¢ Conoce algun otro uso de la planta?

6.- ¢, Como supo usted del uso medicinal de la planta? ¢ Quién le recomendd su uso?

7.- ¢ Le advirtieron sobre algun efecto adverso sobre el uso de esta planta?

8.- ¢ Qué parte de la planta uso? ¢ Tuvo una preparacion? ;Se usa sola o combinada?

9.- ,Cémo fue su aplicacion?

10.- ;,Cémo inicio y progreso su padecimiento?

11.- 4, Cuanto tiempo transcurriodesde la deteccion del problema hasta el inicio del tratamiento?
12.- Cuanto durd el tratamiento? s Con que frecuencia utilizaba la planta?

13.- ¢ Cuales fueron sus observaciones mas importantes durante el tratamiento?

14.- ; Ademas de utilizar la planta, tenia otro tratamiento? ;Cual era?

15.- ; Presento algunas molestias durante el uso?

16.- 4 Al término del tratamiento usted ha observado nuevas lesiones?

Nota:
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ANEXO 11.3 Reacciones quimicas para la deteccion de metabolitos secundarios

FLAVONOIDES

Reaccion de Shinoda

La muestra a identificar se disuelve en etanol (C2H60O (J.T. Baker, grado RA)), y se le adicionan
limaduras de Magnesio (Mg (J.T. Baker, grado RA)), a continuacion, se agrega gota a gota acido
clorhidrico (HCI), hasta la formacién de una coloracion rojiza, naranja o violeta.

GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

Reactivo de Baljet

Se disuelven 0.25g de acido picrico (C6H3N307 (Meyer, grado RA)) en 25 mL de etanol (C2H60
(J.T. Baker, grado RA)) y 2.5g de hidréxido de sodio (NaOH (J.T. Baker, grado RA)) en 25 mL de
agua. Esta prueba de identificacion es positiva cuando se forma un cromaéforo rojizo.

Reactivo de Keller-Killiani

Se prepara disuelviendo 1 g de cloruro de hierro hexahidratado (FeCI3 « 6H20 (Mallinckrod, G.A),
2% en acido acético (C2H402 (J.T. Baker, grado RA)), posteriormente se aplica 1 mL a los
extractos e inmediatamente se adiciona gota a gota acido sulfurico (H2SO4 (Meyer, grado RA)). La
reaccion es positiva cuando se forma un cromoforo verde o pardo.

Reactivo de Lieberman-Burchard

Se mezcla 1mL de cloroformo (CHCI3 (J.T. Baker, grado RA)) y 1 mL de anhidrido acético
(C4H603 (Sigma, grado RA)). Al agregar este reactivo se forma el croméforo con coloraciones
roja-naranja, el cual indica la presencia de un nucleo triterpénico; en cambio si este es azul-verde,
nos indica la presencia de un nucleo esteroide.

ALCALOIDES

Reactivo de Wagner

En 25 mL de agua se disuelve 0.31g de yodo sublimado (I sublimado (J.T. Baker, grado RA)) y 0.5
g de yoduro de potasio (KI (Meyer, grado RA)). En esta reaccidén se genera un precipitado de color
naranja-rojizo.

Reactivo de Dragendorff

Se prepara mezlclando 2 g de nitrato de bismuto pentahidratado (Bi(NO3); . 5H,O (J.T. Baker,
grado RA)) en 5 mL de acido nitrico (HNO3(Meyer, grado RA)) al 30% con una solucion de 6.8 g de
yoduro de potasio (KI (Meyer, grado RA)) en 12.5 mL de agua, posteriormente se deja en reposo
por 24 horas, se decanta y se afora a 25 mL. La adicion de este reactivo a una solucién acida de
alcaloides genera un precipitado naranja rojizo.

Reactivo de Mayer

Se disuelven 0.65 g de bicloruro de mercurio (HgCl, ((J.T. Baker, grado RA)) en 30 mL de agua y
2.5 g de yoduro de potasio (KI (Meyer, grado RA)) y se afora a 50 mL. Esta reaccién genera la
formacién de un precipitado blanco o de color crema soluble en &cido acético (C,H,O, (J.T. Baker,
grado RA)) y etanol(C,HgO (J.T. Baker, grado RA)), si existe presencia de alcaloides.
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ESTEROIDES Y TRITERPENOS LIBRES

Reactivo de Lieberman-Burchard

Para su preparacion, se mezclan 1mL de cloroformo (CHCI3 (J.T. Baker, grado RA)) y 1 mL de
anhidrido acético (C4H603 (Sigma, grado RA)). Al agregar este reactivo a la muestra patrén, se
genera un cromoforo roja-naranja, el cual indica la presencia de un nucleo triterpenico; en cambio
si es azul-verde, nos indica la presencia de un nucleo esteroide.

SAPONINAS

Ensayo de Espuma
Consiste en agitar las muestras hasta la formacion de espuma, la prueba sera positiva si la espuma
es estable por 15-30 minutos.

Reactivo de Lieberman-Burchard

Se mezcla 1mL de cloroformo (CHCI; (J.T. Baker, grado RA)) y 1 mL de anhidrido acético (C4H¢O3
(Sigma, grado RA)). Al agregar este reactivo a la muestra la reaccion debe formarse un cromoéforo
roja-naranja, elcual indica la presencia de un nucleo triterpenico; en cambio si es de color azul-
verde, nos indica la presencia de un nucleo esteroide.

LACTONAS SESQUITERPENICAS

Reactivo de Hidroxamato Férrico

Se prepara una solucion de clorhidrato de hidroxilamina (J.T. Baker, grado RA) 2% etanol (C2H60
(J.T. Baker, grado RA)) y hidroxido de sodio (NaOH(J.T. Baker, grado RA)), se calienta de 2-5 min
a 100 °C hasta la apariciéon de una espuma de color rojizo, posteriormente se enfria y acidula con
acido clorhidrico (HCI (J.T. Baker, grado RA)) y se afade cloruro de hierro (FeCI3 (J.T. Baker,
grado RA)). E sta prueba es positiva si se forma un croméforo violeta.

CUMARINAS

Reactivo de Baljet

Se disuelven 0.25¢g de acido picrico (C6H3N307 (Meyer, grado RA)) en 25 mL de etanol (C2H60)
y 2.5g de hidroxido de sodio (NaOH (J.T. Baker, grado RA)) en 25 mL de agua. Esta prueba de
identificacién es positiva cuando se genera un precipitado o coloracion rojiza.

Reactivo de Hidroxamato Férrico

Se prepara una solucion de clorhidrato de hidroxilamina (J.T. Baker, grado RA) 2% etanol (C2H60
(J.T. Baker, grado RA)) y hidréxido de sodio (NaOH(J.T. Baker, grado RA)), se calienta de 2-5 min
a 100 °C hasta la aparicidon de una espuma de color rojizo, posteriormente se enfria y acidula con
acido clorhidrico (HCI (J.T. Baker, grado RA)) y se afiade cloruro de hierro (FeCI3 (J.T. Baker,
grado RA)). E sta prueba es positiva si se forma un cromoforo violeta.

Para considerar como positiva la presencia de Cumarinas ambas pruebas deben ser positivas.

NAFTOQUINONAS Y ANTROQUINONAS

Reaccién de Borntraguer-Kraus

Los extractos se trataron con una solucion de hidréxido de potasio (KOH (J.T. Baker, grado RA)) al
5%, posteriormente se filtré y acidulo con 3 gotas de acido clorhidrico (HCI (J.T. Baker, grado RA)),
se sacudié con benceno (C6H6 (J.T. Baker, grado RA)) y se dejé en reposo durante 3 horas,
posteriormente se observa la separacion de la fase bencénica, a la cual se le afiade una solucion
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de hidréxido de amonio (NH40OH (J.T. Baker, grado RA)) 2%. Si se presenta un cromdéforo que va
de rosa a rojo intenso la prueba es positiva.

TANINOS

Reactivo Gelatina-Sal

Se disuelven 0.25g de grenetina en 25 mL de agua, en una solucion al 10% de cloruro de sodio
(NaCl (J.T. Baker, grado RA)), la prueba se considera positiva si existe la formacion de un
precipitado blanco.

Reaccién de Cloruro Férrico

A los extractos se les adiciona de 2-5 gotas de cloruro férrico hexahidratado (Mallinckrod, G. A.) al

10 %. La formacion de un croméforo verde, azul o negro da positiva la prueba.

Las dos pruebas son necesarias para comprobar la presencia de este metabolito.
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ANEXO 11.4 Fotografias de formacién de tumores

FORMACION DE TUMOR

Fig. 13. Formacién de tumor en muslo derecho de raton hembra CD-1 inducido con NiO

Fig. 14. Lesiones en oreja y patas de ratones hembra CD-1 inducidos con NiO.

Fig. 15. Tumor presente en muslo
izquierdo de ratéon hembra CD-1 inducido
con NiO.
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