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Que tu vida esté plena de:

ENTUSIASMO, para ver hacia adelante.

FELICIDAD, para mantenerte dulce.

PROBLEMAS, para mantenerte fuerte.

PENAS, para mantenerte humano.

ESPERANZAS, para mantenerte feliz.

FRACASOS, para mantenerte humilde.

EXITOS, para mantenerte anhelante.

RIQUEZA, para satisfacer tus necesidades.

DECISION; para hacer que cada dia sea mejor que ayer.
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RESUMEN

Dentro de las enfermedades que representan un problema de salud publica,
encontramos: la diabetes mellitus, la hipertension y el cancer. En los diversos
métodos alternativos para el control de estos padecimientos se encuentran los
fitoterapéuticos, en donde el hombre hace uso de los vegetales a su alcance.
Psittacanthus calyculatus es una planta que contiene sustancias con distintas
propiedades bioldgicas. El objetivo del presente trabajo fue determinar si los
extractos presentan actividad hipotensora, hipoglucemiante, antioxidante vy
citotdéxica. Se obtuvieron extractos de distintas polaridades por percolacién. Se
evaluo la actividad hipotensora e hipoglucemiante del extracto metandlico en ratas
SHR (spontaneously hypertensive rats) y diabéticas inducidas con
estreptozotocina. Asi mismo se determind la actividad citotoxica en 3 lineas
celulares de cancer de mama, colon y nasofaringe, mientras que la actividad

antioxidante se evaluo frente al radical DPPH (difenil picril hidracilo).

El extracto no tuvo actividad hipotensora a la dosis de 100 mg/Kg; sin embargo, se
observo que provoca un descenso en la glucemia del 31.8%, 8 horas después de
su administracion (200 mg/Kg); concluyendo que P. calyculatus presenta actividad
hipoglucemiante. En cuanto a la citotoxicidad se obtuvieron diversos valores de
dosis efectiva media (DEsp): 7.0032 ug/mL (MCF-7), 9.0045 pg/mL (HF-6) y 18.002
pg/mL (KB). Por otra parte, el extracto presentd actividad como antioxidante

obteniendo una CAsp de 13.66 ppm.

Palabras clave: Psittacanthus calyculatus, fitoquimica, fitoterapia,
hipoglucemiantes, citotoxico, antioxidantes.
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ABSTRACT

Among the diseases that pose a public health problem are: diabetes mellitus,
hypertension and cancer. The various alternative methods for controlling these
diseases are the phytotherapeutic ones, in which the man uses the plants within
his reach. Psittacanthus calyculatus is a plant that contains substances with
different biological properties. The aim of this study was to determine whether
extracts have hypotensive activity, hypoglycemic, antioxidant and cytotoxic.
Extracts were obtained by percolation with solvents of different polarities. We
evaluated the antihypertensive and hypoglycemic activity of the methanol extract in
SHR (spontaneously hypertensive rats) and streptozotocin-induced diabetic rats. In
addition to this, cytotoxic activity was determined in 3 cell lines of breast, colon,
and nasopharynx, while the antioxidant activity was tested against DPPH- radical

(diphenyl picril hidracil).

The extract did not have hypotensive effect at dose of 100 mg/Kg; however, it was
found that it causes a decrease in blood glucose of 31.8% 8 hours after the
administration (200 mg/Kg), it was concluded that P. calyculatus has hypoglycemic
activity. In terms of cytotoxicity, it was obtained different values of middle effective
dose (EDsp): 7.0032 mg/mL (MCF-7), 9.0045 mg/mL (HF-6) and 18,002 ug/mL

(KB). Moreover, the extract showed antioxidant activity as getting an ACsy 13.66

ppm.

Keywords: Psittacanthus calyculatus, phytochemestry, phytotherapy,

hipoglucemiants, citotoxic, antoixidants.
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Contra cada padecimiento crece una planta...
Paracelso, siglo X'VI

Introduccién

En el mundo, el uso de las plantas medicinales ha sido una practica que ha estado
siempre presente en la vida del hombre. En la actualidad ha resurgido el interés
por los beneficios que ofrece la herbolaria, tanto para la busqueda de preparados
a base del vegetal integro, de fracciones activas (fitofarmacos) o mediante el
descubrimiento de estructuras prototipo, atractivas para la industria farmacéutica
debido a la simplicidad de la molécula, su actividad biolégica y el bajo costo que

pueda representar su sintesis quimica artificial (Farnsworth, 1993).

Historicamente, México tiene una gran riqueza de conocimientos sobre la flora
debido a la gran cantidad de etnias que la usan en su medicina tradicional; lo que
hace que este conocimiento sea reconocido por la etnobotanica como una ciencia

prehispanica (Goméz-Pompa, 2002).

La medicina tradicional ocupa un lugar importante en la realidad médica del pais
ya que la medicina alépata cubre sélo el 40 % de los servicios de salud (Eloff,
1998); de ahi la importancia de los estudios etnobotanicos como precursores de
investigaciones fitoquimicas y farmacologicas, que permitan encontrar nuevos
farmacos contra diversas enfermedades (Hernandez et al., 2003). Es asi que la
medicina tradicional mexicana puede ser un importante campo para implementar
nuevos planes de salud, que combinen el conocimiento popular con el

conocimiento cientifico (Tascon, 1997).

Los estudios fitoquimicos son una parte importante dentro de la investigacion
encaminada a encontrar nuevos compuestos y formas de preparacion de
medicamentos. Asi, la enorme diversidad fitoquimica y el largo tiempo de
evolucion del metabolismo vegetal han resultado en interacciones de complejidad

creciente (Vivanco et al., 2005), poniendo atencién en esta area debido a la gran
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variedad de sustancias organicas que son elaboradas y almacenadas por las
plantas, la estructura quimica de esos compuestos, su biosintesis, metabolismo,

distribucién natural y su funcion biologica (Harborne, 1973).

En este sentido, la importancia del estudio de las plantas sobre todo en el campo
medicinal, radica en las ventajas de asimilacion del hombre de formas mas
naturales como son las infusiones, cataplasmas, etc., que son utilizadas y que
representan nuevas formas para la realizaciéon de productos farmacéuticos (Nice,
1993).

Las plantas poseen dos tipos de metabolitos denominados: primarios vy
secundarios. Los primeros incluyen clorofilas, proteinas, acidos nucleicos,
carbohidratos, etc., los cuales son comunes en todas las plantas. Los metabolitos
secundarios, como: flavonoides, alcaloides, cumarinas, taninos, etc., por lo general
se biosintetizan a partir de los primarios y son parte importante de las
investigaciones fitoquimicas junto con muchas otras sustancias que pueden ser
mezclas de compuestos. Estas sustancias se restringen a ciertas especies de
plantas y ayudan de alguna forma a la interaccidn ecoldgica entre las plantas y su
medio (Gros et al., 1985; Croteau et al., 2000).

Nuestro pais presenta cerca de 5,000 a 7,000 especies vegetales (Caballero,
1978), éstas representan un gran potencial para satisfacer diferentes necesidades
del hombre (Rosas, 2003). En la actualidad cerca de 3000 especies son
empleadas en la medicina tradicional (Linares et al, 1999), lo cual ha
incrementado el interés tanto por la utilidad comercial, como por su actividad
biolégica, siendo una gran fuente econdmica explotable sobre todo en el control de
enfermedades que tienen su origen en trastornos metabdlicos. En este sentido,
una de las enfermedades metabdlicas mas frecuentes es la diabetes mellitus
(DM). Este padecimiento es un desorden metabdlico caracterizado por los altos

niveles de glucosa en la sangre, resultado de la ausencia o inadecuada secrecion
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de insulina por parte del pancreas, con o sin deterioro coexistente en la accion de
insulina (WHO, 1999; Ortiz-Andrade et al., 2006) (Apéndice 1).

Si bien diferentes padecimientos se encuentran ligados a la DM, uno intimamente
relacionado a ésta es la hipertension (HT), la cual constituye un factor de riesgo de
enfermedad cardiovascular con el mayor impacto epidemiolégico en el mundo.
Aunado a lo anterior, también representa un factor importante para el desarrollo de
otras enfermedades como disfuncién renal, insuficiencia cardiaca congestiva,

enfermedad coronaria y accidente cerebro vascular (Ogihara, 2005) (Apéndice 2).

Otra enfermedad importante, que se ha asociado a diversos factores de riesgo
comunes es el cancer, el cual es un proceso de reproduccion y diseminacion
incontrolada de células que puede aparecer practicamente en cualquier lugar del
cuerpo. Este crecimiento celular incontrolado suele invadir el tejido circundante y
puede provocar metastasis en puntos distantes al sitio de inicio del proceso (OMS,
2009a) (Apéndice 3).

Existe un aspecto central que es categdrico en las tres enfermedades antes
mencionadas, el estrés oxidativo, descrito como un desequilibrio entre los agentes
antioxidantes y los prooxidantes a favor de estos ultimos (Haliwell & Gutteridge,
2007). Es en este aspecto que el estrés oxidativo es determinante en muchos
padecimientos, destacando en la DM (Wiernsperger, 2003), la HT (Briones &

Touyz, 2010), el cancer (Valko et al., 2006), entre otros (Apéndice 4).

Para cada uno de los padecimientos mencionados, se tienen métodos
farmacolégicos de control, como: hipoglucemiantes orales, insulina,
antihipertensivos, antineoplasicos, radioterapia, etc. (Osadebe et al, 2004;
Staffileno, 2005; OMS & UICC, 2005), pero también se presentan los métodos
poco convencionales, dentro de estos métodos de control se encuentran los
fitoterapéuticos en donde se hace uso de las plantas medicinales que tiene a su
alcance el hombre (Anandharajan et al., 2005; Alarcon et al., 1998).
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Actualmente en México se ha generado un vasto conocimiento sobre las
propiedades preventivas y curativas de los vegetales, conocimiento invaluable que
ha llevado al medio académico nacional e internacional a emprender el estudio
multidisciplinario de los recursos vegetales del pais, ya que las plantas
medicinales continuan sirviendo como agentes terapéuticos tanto de la medicina
moderna como en la tradicional. Ademas las dudas generadas recientemente
acerca de la eficacia y seguridad de los farmacos actuales utilizados para el
tratamiento de diversas enfermedades, ha promovido la busqueda de estructuras
mas eficaces y con menos efectos secundarios, debido a que muchos farmacos
producen reacciones adversas en su uso terapéutico, como: reacciones
anafilacticas, prurito, entre otras reacciones de hipersensibilidad (David, 2002;
Alarcon et al., 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, las plantas medicinales siguen formando
la base comun en el tratamiento de diversas enfermedades (Anandharajan et al.,
2005). Una de las plantas utilizadas particularmente en el control de la presién
arterial (Rodriguez-Cruz et al.,, 2003) y la DM (Espinoza-Aguilar, 2007,
Anandharajan et al., 2005) es el muérdago, esta planta pertenece a la familia de
las Loranthaceas (Cetto-Andrade & Heinrich, 2005).

Las especies de esta familia son de hecho una de las familias endémicas del
continente americano. Crecen desde México hasta Argentina y a la fecha, 14
especies han sido identificadas en México, siendo una de ellas Psittacanthus
calyculatus (DC.) G. Don, llamada comunmente “muérdago verdadero”
(Rodriguez-Cruz, et al., 2003) o “injerto de muérdago”. Esta planta es usada por
sus propiedades hipoglucemiantes (Espinoza-Aguilar, 2007; Anandharajan et al.,

2005) en algunas regiones de México (Pérez, et al., 1984).

P. calyculatus suele ser un arbusto pequefo rara vez terrestre, hemiparasito sobre
dicotiledéneas lefiosas. Se caracteriza por la presencia de ramas verdes

quebradizas o a veces con ramificacion dicotomica, tiene hojas simples, opuestas
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rara vez alternas o verticiladas, con venacion pinnada u oscura (Fig. 1) (Bello &
Gutiérrez, 1985; Rzedowsky & Rzedowsky, 1985). Este tipo de hemiparasito en
ocasiones provoca problemas econdmicos serios, principalmente cuando parasita
o infesta plantaciones o sembradios. La biologia de estas plantas es interesante,
por el desarrollo de estructuras llamadas haustorios que usan para parasitar a su
hospedero y las semillas cubiertas por una materia gelatinosa y pegajosa que les
permite adherirse casi a cualquier superficie (Smirnoff, 2002).
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Fig.1. Se muestra de manera esquematica la morfologia que presenta P. calyculatus, junto con las

estructuras que forman parte de ésta (Tomada de Bello & Gutiérrez, 1985).

P. calyculatus, ha sido utilizada a lo largo de Latinoamérica en la medicina
tradicional (Serrato-Barajas, 1997), reconociendo las propiedades terapéuticas de
esta planta incluidas la acciéon antitumoral (antineoplasica), inmunomoduladora,
antiinflamatoria, antimicrobiana y sus resultados contra la hipertension (Rodriguez-

Cruz et al., 2003); asi como los efectos que contrarrestan los sintomas de la
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diabetes y contra el cancer, cuya forma de utilizacién para todos los padecimientos
es en infusiones (Kafaru, 1993). De manera breve, Kafaru (1993) describe al
muérdago como “hierba para todo propésito” debido a sus numerosos usos
algunos de los cuales incluso han sido verificados (Obatomi, et al., 1996; Obatomi,

et al., 1994), como los antes mencionados.

Justificacion

Las plantas son una fuente de nuevas moléculas con actividades biolégicas y
terapéuticas, que pueden ser mas eficaces y con menos efectos adversos que los
medicamentos actuales empleados en el tratamiento de la DM, la hipertension vy el

cancer.

A pesar de que se dispone de farmacos como la insulina, los hipoglucemiantes
orales, los antihipertensores y antineoplasicos, no se ha desarrollado un
tratamiento concreto y especifico para cada uno de los padecimientos a tratar, que
abarque efectivamente los aspectos relativos al costo, alcance y efectos
colaterales. Asi, la incorporacion como agentes terapéuticos de nuevas drogas de
origen natural ha ido en aumento y se siguen validando cientificamente los usos
medicinales de algunos productos vegetales de uso tradicional. En este concepto,
los extractos vegetales son mezclas de moléculas tan especificas y complejas que
han desafiado a la sintesis quimica. Esta complejidad de compuestos quimicos
presentes en las plantas es la que ha dado nuevo impulso a las exploraciones
etnobotanicas encaminadas a la busqueda de plantas medicinales con accion

hipoglucemiante, antihipertensora y citotdxica.

Dado que los padecimientos antes mencionados (DM, HT y cancer) son
problemas de salud que involucran a todos los sectores sociales, toma importancia
este proyecto ya que podra contribuir al conocimiento de la especie, asi como a
validar su uso en la medicina tradicional de nuestro pais; ademas de la busqueda

de compuestos de origen vegetal con diversas propiedades bioldgicas, que vean
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la posibilidad de encontrar sustancias con mecanismos novedosos de accion que
podran utilizarse en la diseccion farmacolégica de las vias metabdlicas

involucradas en el control de la hiperglucemia e hipertension.

Debido a lo anterior, la pregunta cientifica fue: ¢Los extractos obtenidos de P.
calyculatus presentan actividad hipotensora, hipoglucemiante, citotoxica vy
antioxidante? Entonces, se buscd evaluar estas propiedades para ampliar las
posibilidades de encontrar drogas que sirvan de materia prima para el desarrollo

de farmacos utiles en el tratamiento de la DM, HT y el cancer.
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Hipotesis:

« Existen antecedentes en la medicina tradicional del uso de P. calyculatus
para el tratamiento de la diabetes y la hipertension, asi como
antineoplasico; es probable que alguno de sus extractos presente actividad

hipoglucemiante, hipotensora, citotoxica y antioxidante.

Objetivo General:
% Determinar algunas de la propiedades biolégicas de Psittacanthus

calyculatus.

Objetivos Particulares:

% Obtener extractos herbales de distinta polaridad a partir de las hojas de P.
calyculatus mediante la técnica de percolacion.

% Determinar de manera cualitativa la naturaleza quimica de los principales
componentes de los extractos herbales.

% Determinar que extracto presenta mayor actividad hipotensora.

+ Determinar que extracto presenta mayor actividad hipoglucemiante,
mediante ensayos agudos y sub-cronicos.

% Determinar la actividad citotdxica en 3 lineas celulares de cancer.

% Determinar la capacidad antioxidante media del extracto frente al radical
DPPH.
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Recoleccion
Psittacanthus calyculatus (DC.) Don.

A 4

Desecado vy triturado

A 4

Percolacion
\4 \4 \4
Hexano Diclorometano Metanol
(HPc) (DPc) (MPc)

v !

Insoluble No polar Polar
(I-MPc) (N-MPc) (P-MPc)
Reacciones
R coloridas para
v "] evaluar presencia
de tipos de
Cromatografia metabolitos
l l v l
Capacidad Bioensayo de Bioensayo de Ensayo de
antioxidante hipertension diabetes citotoxicidad

Fig. 2.- Diagrama de flujo que muestra la metodologia usada para la evaluacion de las
propiedades bioldgicas de Psittacanthus calyculatus.
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Material y Método

Se procedi6 de acuerdo al diagrama de flujo descrito en la figura 2, durante el proceso de

investigacion se desarrollaron las siguientes técnicas:

e Preparacion del extracto

De acuerdo al diagrama de flujo que describe la metodologia (Fig. 2), los extractos se
obtuvieron de la siguiente manera: se recolectd la planta hemiparasita Psittacanthus
calyculatus (DC.) Don. que parasita a los mezquites (Prosopis culiflora) ubicados a un
costado del km. 3 de la carretera Chupicuaro-Jerécuaro, en el estado de Guanajuato; que
se localiza entre las coordenadas geogréficas 100° 34’ y 101° 00’ de longitud oeste, y los
20° 13’ y 19° 54’ de latitud norte; se sitla a una altura de 1,860 msnm, el tipo de suelo
predominante es limo-arcilloso. De esta colecta se tomaron 100 g de hojas secas de la
planta, para su posterior trituracién. Se colocaron en una columna de percolacién donde
se agregaron solventes (1L) en orden creciente de polaridad (hexano, diclorometano y
metanol) dejando reposar éstos durante 24 hrs y recuperando el volumen total cada 30
minutos, este proceso se repiti6 durante 5-7 dias, para todos los solventes utilizados.
Cada una de las soluciones obtenidas se filtr6 y posteriormente se concentré a presion
reducida en rotavapor. Los extractos se colocaron en recipientes de vidrio para completar
la evaporacion del solvente a temperatura ambiente. El contenido sélido de cada extracto
se calculd6 mediante diferencia de peso, entre el recipiente vacio y los sélidos; de esta
manera se determind el rendimiento de cada extracto por diferencia entre el peso de los

mismos y el peso total de la planta utilizada.

Para la particion del extracto metanodlico (MPc) se utilizd un embudo de separacién en
donde se colocd la solucion metandlica del extracto y se le agregdé hexano, de donde se
obtuvo una parte polar (P-MPc), otra no polar (N-MPc) y una parte insoluble (I-MPc). Para
la identificacibn de componentes de cada extracto se hicieron separaciones

cromatogréficas en capa fina con cromatofolios de silica gel.
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e Determinacion cualitativa de las sustancias presentes en el

extracto

Con la particion polar del extracto metandlico de P. calyculatus (P-MPc), se hicieron una
serie de reacciones coloridas para la identificacion de diferentes tipos de metabolitos
secundarios como: alcaloides, esteroles y fenilpropanoides. Las reacciones que se
realizaron fueron: adicion de FeCls;, exposicibn a vapores de amoniaco, prueba de
Shinoda (Mg + HCI), reaccién de Molish (H,SO,4 + a-naftol) y reaccion de Dimroth (&cido
borico + anhidrido acético), Dragendorft y Mayer (Dominguez, 1988).

¢« Animales

Para la evaluacion de hipertension se usaron ratas (Ratus novergicus) machos SHR
(Spontaneous Hypertensive Rats) de 6 mese de edad, cuyos pesos estaban entre 200 y
250 g y cuya presion arterial estuvo por encima de los valores 140/90 mmHg. En el caso
de la evaluacion de la actividad hipoglucemiante se utilizaron ratas machos de la cepa
Wistar, cuyos valores de peso oscilaron entre 200 y 250 g. Los animales fueron colocados
en cajas de mantenimimiento a temperaturas que oscilan de 22° a 24 °C, con un ciclo
regular de 12 hrs luz/12 hrs oscuridad y una humedad relativa del 40% - 60%. Las ratas
(de ambos disefios experimentales) tuvieron libre acceso a comida y agua durante el

trascurso de los bioensayos.
o Bioensayos de Hipertension

Se realizaron bioensayos en donde se evaluaron las propiedades hipotensoras del
extracto metandlico de P. calyculatus; para la evaluacion de ésta actividad se usaron ratas
SHR (n = 4). Fueron separadas en dos grupos: control y experimental, al primero se le
administré6 por via oral, mediante una sonda mezogastrica (SM), solamente agua y
vehiculo (Tween 20X, 10% v/v), mientras que al grupo experimental se le administré el
extracto metandlico (MPc) a una dosis de 100 mg/Kg por la misma via que al grupo
control. Se tomé la presiéon arterial basal (sistélica/diastélica) y seguido de la
administracion del extracto, se realizaron mediciones a distintos tiempos (1 h, 3 h,5hy 8
h) (Vergara-Galicia, 2009).
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La medicion de la presion arterial se llevé a cabo en un cuarto cerrado a 25° C .
Con la finalidad de dilatar las arterias y permitir un mejor flujo sanguineo a través
de la arteria caudal, los animales se colocaron en jaula provista de un sistema de

calefaccién que mantiene la temperatura interior entre 34 °C y 38 °C.

El sistema de registro (marca LETICIA, PanLAb, Espafia) consta de un sensor de
movimiento que capta el latido cardiaco y un manguillo de hule latex inflable, en
donde se introduce la cola de la rata. EI esfingomandémetro conectado al manguillo
suministra la presion necesaria para que se infle rapidamente, obstruya la arteria
caudal y posteriormente se desinfle de manera gradual y constante. Las sefiales
provenientes del sensor y del esfingomanémetro son captadas simultdneamente

por una computadora.

e Induccion de la Diabetes

La diabetes fue inducida por una sola administracion de Streptozotocina (STZ,
Sigma-Aldrich® Chem. Co.) solubilizada en buffer de citratos (0.1 M, pH: 4.5), a
una dosis de 60 mg/Kg por via intra peritoneal (i.p.). Cuarenta y ocho horas
después de la administracion de STZ, se midieron los niveles de glucosa en
sangre, seleccionando para el bioensayo aquellas ratas que tuvieron valores
superiores a 350 mg/dL y que adn se encontraban en un estado adecuado para

realizar los experimentos (Rerup & Tarding, 1969).
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e Bioensayo diabetes

Para la evaluacion de las propiedades hipoglucemiantes se realizaron dos tipos de

ensayos: agudo y subcronico.

a) Ensayo agudo

En este ensayo (8 h), se utilizaron ratas previamente inducidas (con STZ) para
diabetes (n = 18). Estas fueron separadas en cuatro grupos: control positivo,
control negativo, grupo con farmaco y experimental. Al primero se le administro
insulina recombinante de accion intermedia (NovoRapid®) por via subcutanea (5
U/Kg). Al segundo se le administré agua y vehiculo (Tween 20X, 10% v/v) por via
oral (5 mg/Kg) mediante SM. EIl grupo control con farmaco fue tratado con
glibenclamida (Euglucon®) por via oral (0.1 mg/Kg) mediante SM y finalmente el
grupo experimental fue administrado con el extracto metandlico (P-MPc) a una
dosis de 200 mg/Kg por la misma via que el grupo control negativo. La glucosa
sérica fue medida mediante tiras reactivas y glucémetro portatil (Roche®). Se
realiz6 una medicion basal de la concentracion de glucosa en sangre y tras la
administracion se midieron los niveles de glucemia a distintos tiempos (1 h, 2 h, 4
h, 6h. y 8 h) reportando los cambios observados. Tras los bioensayos se procedio
al tratamiento estadistico de los resultados, mediante una prueba de hipétesis
pareadas (p < 0.05).

b) Ensayo subcrénico
Estos ensayos siguieron la misma metodologia que en el ensayo agudo, pero se
extendié dicho procedimiento hasta 5 dias consecutivos (8 h/dia). Las dosis
utilizadas para este ensayo fueron: 200 mg/Kg y 400 mg/Kg para el grupo
experimental, realizando la administracion cada 24 hrs (Ibafiez-Camacho, 1983).
Después de dichos bioensayos se procedié al tratamiento estadistico de los

resultados, por medio de una prueba de hipétesis pareadas (p < 0.05).
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e Ensayo de citotoxicidad

Las lineas celulares que se utilizaron fueron: MCF-7 (cancer de mama), HF-6
(cancer de colon) y KB (cancer nasofaringeo). Se utilizaron cajas de cultivo T-25
gue contuvieron a las células. Se lavo la capa celular con 10 ml de PBS estéril y
se adicionaron 0.5 ml de tripsina. Se incubaron a 37 °C por 5 minutos para
despegar la monocapa y separar las células (se monitored dicha separacion en
microscopio invertido). Se contaron las células en el microscopio invertido usando
la camara de Neubauer, haciendo un célculo para obtener el nimero total de
células en un mililitro de medio. Se calcul6 el volumen de suspension celular
requerido para resembrar 1.5 millones de células/ml. Se adicioné6 medio RMPI
ajustado a un volumen de 15 mL. Se incub6 a 37 °C con 5% de CO, y 100% de
humedad (Oyama & Eagle, 1956).

Tras observar un crecimiento celular a 60 — 70% de confluencia se procedié al
ensayo en cajas de ELISA (96 pozos). Con una multipipeta se agregaron 190 uL
de medio con células en cada pozo, dividiendo la caja segun tratamiento, en
controles, experimental y blanco, depositando en cada pozo 10 uL de la sustancia
a evaluar. Las concentraciones del extracto metandlico utilizadas para las
muestras experimentales fueron: 20 pg/mL, 4 yg/mL, 0.8 pg/mL y 0.16 pg/mL. Las
concentraciones utilizadas para los controles positivos: elipticina, vinblastina y
camptotecina (Sigma-Aldrich®) fueron: 2 ug/mL, 0.4 ug/mL, 0.08 pg/mL y 0.02
Mg/mL.

Para la fijacion celular se utilizé acido tricloroacético al 30 %, aplicando 10 pL
directamente en cada uno de los pozos en donde se encuentran las células
tratadas, tras dejar que actue por 30 minutos a 4 °C, se lavd intensamente de 2 a
3 veces con agua corriente fria, revisando que no queden restos de agua en los
pozos. Para la tincion celular se utilizé sulfurodamina (SFM). Se aplicaron 100 pL

de SFM a cada poso previamente fijado, se dejaron reposar por 10 minutos a
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temperatura ambiente. Una vez trascurrido el tiempo se enjuagaron las placas de

ELISA con acido acético al 30%.

Se determinaron los valores de actividad mediante la lectura de absorbancia
obtenida con cada uno de los tratamientos y el dia cero (Densidad 6ptica, DO).
Para esto, a las placas previamente tefiidas con SFM, se les agregaron 190 pL de
DMSO al 10%.y se leyo la absorbancia (DO) en un lector de ELISA. Se calculo en
porcentaje de crecimiento con la siguiente ecuacion (Popoca, et. al., 1998;
Hernandez, et al., 1999):

% de crecimiento = DO (células + muestra) — DO (dia cero) X100

DO (células + DMSO 10%) — DO (dia cero)

Para determinar los valores de DEsy se utilizd el analisis de regresion lineal
mediante el ajuste de rectas de la forma y=mx+b (Oda, 2005), graficando el % de
crecimiento contra el logaritmo de las concentraciones evaluadas en los controles

y grupo experimental.

De acuerdo a las guias instauradas por el Instituto Nacional de Cancer (EUA), se
considera activo al compuesto, si los valores de DEsy estan dentro de los

siguientes rangos (Suffness & Pezzuto, 1991):

Para extractos DEsp < 20 pg/mL

Para compuestos puros DEsp < 5ug/mL
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e Ensayo con DPPH

La capacidad para atrapar radicales libres de los extractos se determiné midiendo
el grado de decoloracion de una solucibn metandlica de difenil-picril-hidracilo
(DPPH, Sigma D-9132) al 0.2%. ElI DPPH en su forma radical (DPPH") tiene un
méximo de absorcion a los 517 nm, cuando es reducido por un compuesto

antioxidante la coloracion desaparece, decrementando con ello su absorbancia.

El extracto metandlico se evalud a diferentes concentraciones (5, 10, 20, 40, 80 y
160 ppm). Como controles positivos se usaron &cido ascorbico y tocoferol en las
mismas concentraciones que los problemas. Como blanco se utilizé metanol. El
porcentaje de decoloracién se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion (Joyeux
et al., 1995; Mathiesen et al., 1995):

Absorbancia problema
% de decoloracion =1 —

Absorbancia del blanco

Para la determinacion de la capacidad antioxidante media (CAsy) se utilizd el
andlisis de regresion con la relacion potencial de la forma y=ax" (Oda, 2005),

graficando el porcentaje de decoloracion contra las concentraciones evaluadas (en

ppm).
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Resultados y Discusién

1.- Datos generales de la planta

De acuerdo a la investigacion bibliografica y etnobotanica, la planta se describe

como lo muestra la tabla 1y la figura 1.

Familia Loranthaceae.

Nombre cientifico Psittacanthus calyculatus (DC.) Don.

Nombre comin Injerto de muérdago o Muérdago

verdadero.
Parte utilizada Hojas y ramas.
Forma de vida Hemiparasita
Forma de utilizacion Té o Infusion.

Padecimientos tratados | Hipertension, diabetes y cancer.

Tabla 1.- Ficha de datos generales de la planta.

Fig. 3. Se muestra el aspecto que presenta P. calyculatus de manera aislada, sus hojas y frutos
(izg.) y como hemiparasita de algunas especies de Quercus sp. (der.).
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De acuerdo a lo descrito en la tabla 1, las caracteristicas morfolégicas y las
actividades bioldgicas de P. calyculatus coinciden con los datos ya reportados por
otros autores (Anandharajan et al., 2005; Rodriguez-Cruz et al., 2003; Kafaru,
1993).

A nivel de inventario se ubica a la planta dentro de la familia de las Lorantaceas,
cuyo rasgo representativo es su forma de vida: hemiparasita (Solis-Gracia &
Gbmez-Sanchez, 2007; Garcia-Regalado, 1998). Esta forma de vida es de hecho
una manera en que los pobladores identifican a la planta, sobre todo por el
hospedero que utilizan; ademas de fijarse en la morfologia de las hojas y sobre
todo en las flores y frutos de la misma (Linares et al., 1999; Kafaru, 1993; Gutierrez,
1986).

La forma de uso hace alusién a la via de administracion por la cual el extracto es
utilizado en las comunidades donde es conocida la planta (Linares et al., 1999;
Nice, 1993), es de hecho la via oral la manera en que fueron realizadas las
diversas formas de administracion en los ensayos in vivo intentando imitar la forma

en que es utilizada la planta.

2.- Rendimientos obtenidos

En relaciéon a la extraccion de los diversos compuestos de P. calyculatus, se
obtuvieron los rendimientos descritos en la Grafica 1. Se destaca
mayoritariamente el extracto metandlico (18.9 %) del hexanico (3.8 %), o aquel de
diclorometano (4.03 %). Tras la particion del extracto metandlico (MPc) con
hexano, se obtuvieron 2 fases: la no polar (N-MPc) y la polar (P-MPc), destacando

nuevamente la parte polar con el mayor rendimiento (9.10%)
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Rendimiento de los extractos de P. calyculatus

3.80% 4 03%
60.02%

18.90%

m HPc m DPc m MPc m P-MPc N-MPc Resto

Fig. 4.- Representa los rendimientos (en porcentaje) obtenidos para los extracto de P. calyculatus,
mismo que fue calculado a partir de 100 g de hojas.

Tal como se observa en la Figura 4 el mayor rendimiento esta registrado en las
fracciones extraidas con metanol, por ello es posible afirmar que los compuestos
polares son mayoritarios en P. calyculatus (Harvey, 2007). En este sentido
podemos suponer que algunos de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto metandlico pudieran ser: metabolitos con grupos hidroxilo o glicésidos de
fenilpropanoides, lignanos, cumarinas, taninos, entre otros (Croteau, 2000;
Graziano, et al., 1967).
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3.- Reacciones coloridas

Para la caracterizacion cualitativa de los metabolitos secundarios se realizaron las
pruebas de identificacion descritas en la metodologia, obteniendo asi los
resultados observados en la tabla 2. En el extracto metandlico de P. calyculatus se
observa la presencia de fenilpropanoides, en donde destacan resultados positivos
para flavonoides y flavonas, asi como glucésidos; pudiendo ver un resultado

negativo para alcaloides.

Reaccion Resultado

FeCl3 Positivo para fenilpropanoides

(precipitado, color azul marino)

Vapor de amoniaco Positivo, presencia de flavonas o

flavonoles (coloracion amarilla)

Prueba Shinoa Positivo, presencia de flavonas

(coloracion anaranjada)

Prueba de Molish Positivo, presencia de glucésidos

(formacién de anillo morado)

Reaccion de Dimroth Positivo, presencia de taninos

(ligera precipitacion naranja)

Reactivo de Dragendorft Negativo para alcaloides (sin

precipitacion)

Reaccion de Mayer Negativo para alcaloides

Tabla 2.- Resultados de las pruebas coloridas para la identificacion cualitativa.
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Como se observa en la Tabla 2, los compuestos que se identificaron con base al
meétodo, son los flavonoides y fenilpropanoides destacando el hecho de que son
un grupo de compuestos polifendlicos diverso en estructura quimica vy
caracteristicas, que se producen de forma natural en frutas, verduras, semillas,
flores y corteza, éstas son una parte integral de la dieta humana. Se ha reportado
que exhiben una amplia gama de propiedades biologicas, incluida la
antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria, antialérgica y acciones vasodilatadoras
(Cook & Samman, 1996). Estos metabolitos secundarios se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas, encontrandolos inclusive en talofitas —
como musgos—, en casi todas las familias de plantas superiores e incluso en otros
organismos (Romo de Vivar, 2006). Es entonces evidente que P. calyculatus tenia
grandes posibilidades de presentar estos compuestos, tanto por lo antes
mencionado como por su forma de vida, en donde la planta requiere presentar

ciertos mecanismos de defensa y ataque (Gutierrez, 1986).

Las diferentes formas en que podemos hallar a los flavonoides, hacen alusién a su
ruta de biosintesis, pero aunado a ello esta la necesidad que presenta la planta de
sintetizarlos y almacenarlos, éstos generalmente se encuentran como O-glicésidos
en su fuente natural, aunque también como agliconas o como C-glicésidos
(Céspedes-Acuna & Reyes-Chilpa, 2006), esto es evidente puesto que en el caso
del extracto de P. calyculatus una de las reacciones coloridas (reaccion de Molish)
para identificacion cualitativa fue positiva para la presencia de glucésidos
(Dominguez, 1988).

Los alcaloides como un grupo de sustancias organicas nitrogenadas se
encuentran principalmente en vegetales, aunque también a baja escala en otros
organismos. Debido a que la mayoria posee alguna actividad fisiolégica, ya sea
curativa o téxica, las plantas que los contiene han sido utilizadas bajo esta
cualidad (Céspedes-Acufia, & Reyes-Chilpa, 2006). Sin embargo, las reacciones
coloridas realizadas al extracto metandlico de P. calyculatus no revelaron la

presencia de alcaloides, tal es el caso de la adicion de reactivo de Mayer y
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Drangendorft (Dominguez, 1988); esto puede deberse al escaso contenido de
alcaloides presentes en el extracto (en trazas) lo que hizo poco evidente su
presencia o en todo caso no los contenia. Esta ultima afirmacién es radical y no
debe tenerse tal grado de certeza, ya que asi como otros metabolitos secundarios,
los alcaloides también forman parte del metaboloma comun en plantas y se han
descrito en muchas familias (Jorgensen et al., 2005; Srere, 1985), evidentemente
s6lo se puede sugerir que la concentracion de alcaloides esta en trazas y por eso

dichas reacciones no resultaron positivas.

4.- Bioensayo de Hipertension

Para el bioensayo de hipertensién se realizaron mediciones a distintos tiempos
como lo describe la metodologia, en donde se obtuvieron los resultados descritos
en la tabla 3 para presion arterial sistdlica y en la tabla 4 para presion arterial
diastdlica. En ninguna de las dos categorias se observa diferencia significativa
(p<0.05) entre las muestras a diferentes tiempos, para las ratas SHR tratadas con

el extracto metandlico de P. calyculatus (Fig. 5).

Basal 1h 3h 5h 8h

Rata 1 151.30 163.60 156.00 176.60 173.00

Rata 2 168.00 158.60 155.75 176.60 164.00

Rata 3 124.30 148.75 127.25 116.75 107.00

Rata 4 142.00 126.66 115.75 104.33 114.50

146.40 149.40 138.68 143.57 139.62
+1824 +16.36 +20.39 +3847 +33.68

Promedios

Tabla 3.- Mediciones obtenidas para la presion arterial sistdlica, representadas en mmHg
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Basal 1h 3h 5h 8h

Rata 1 127.30 118.60 137.16 149.00 129.00

Rata 2 140.00 127.00 136.50 131.00 119.50

Rata 3 93.60 122.00 114.00 101.50 92.66

Rata 4 100.50 113.00 90.00 86.00 88.75

115.35 120.15 119.41 116.87 107.47
+21.93 +5.88 +2230 +2840 +19.81

Promedios

Tabla 4.- Mediciones obtenidas para la presion arterial diastodlica, representadas en mmHg.

Sabiendo que la hipertensién es un factor de riesgo relativo al sistema circulatorio
y que su alta incidencia la ha convertido en un problema de salud publica es que
cobran importancias las investigaciones que al respecto se produzcan y sobre

todo aquellas que tengan que ver con su profilaxis y tratamiento (Ogihara, 2005).

Los estudios etnobotanicos referidos a la hipertension no son escasos y de hecho
se tiene una amplia gama de los mismos (Harvey, 2007; Fabricant & Farnsworth,
2001), sin embargo no todos son avalados con bases cientificas y en modelos
vivos, de hecho la gran mayoria se realizan en modelos in situ o in vitro (Vergara-
Galicia et al., 2009; Rodriguez-Cruz, et al., 2003; Serrato-Barajas, 1997;
Winterferld & Dorle, 1992); esto lleva a recapitular la forma en que las estrategias
metodoldgicas deben realizarse para comprobar el uso de una especie vegetal
con base a la forma en que es utilizada en una comunidad, de donde se extrajo el

conocimiento étnico relativo a la planta en cuestion.
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Figura 5.- Medidas observadas para la presion arterial sistdlica y diastdlica (expresada en mmHg) de ratas SHR. Cada
punto representa la media + eem; n=4.



Martinez-Ramirez, 2010

Ahora bien, relativo a los resultados obtenidos para el bioensayo de hipertensién
(Tabla 3 y 4), se observa claramente que no se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) a los distintos tiempos después de la administracion del
extracto metandlico de P. calyculatus (100 mg/Kg), ni en la presion sistolica, ni en

la diastolica (Figura 5).

Estos resultados satisfacen la necesidad de comprobacién de actividad
hipotensrora por parte de P. calyculatus, ya que si bien se reporta este tipo de
actividad, algunos de los estudios se realizan en anillos adrticos de rata en donde
se comprueba que la accion hipotensora del extracto es dependiente del endotelio
(Rodriguez-Cruz, 2003).

Sin embargo, al no existir pruebas concluyentes en modelos in vivo podemos
plantear otros motivos para el hecho de no presentar actividad hipotensora, una de
las primeras razones que se tiene que resolver es relativo a la via por la cual fue
administrado el extracto —via oral-; si bien, es una de las formas de administracion
mas sencillas y practicas, presenta diversas desventajas en un organismo

eugastrico (Solomon et al., 2008) como lo es el modelo murino SHR.

El primer problema al que se enfrenta una molécula al ingresar al estomago es la
presencia del acido gastrico (HCI) y sus diversas enzimas. De hecho muchos
principios activos pierden su “efecto” en este primer evento derivado de la
digestion, puesto que se hidrolizan por la accién de las enzimas y el HCI; asi pues,
aquellas moléculas que conservan sus propiedades y estructura deben circular
hacia el higado mediante el sistema porta hepatico en donde pueden sufrir una
biotransformacién que puede dejar sin actividad alguna, que de hecho es lo que

ocurre con los farmacos denominados de primer paso (Vazquez et al., 2009)

Si bien es cierto también, que muchas moléculas al ser biotransformadas
adquieren efectos tdxicos para el organismo (Goodman & Gilman, 1996),

dificimente se le atribuye esta adquisicion de actividad a los metabolitos
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secundarios contenidos en el extracto metandlico de P. calyculatus, puesto que
para llegar a esta conclusion haria falta hacer otro tipo de estudios que
comprobasen esta teoria; sin embargo, se descarta la posibilidad de ser tan nocivo
que como efecto secundario de su biotransformacion llegue a provocar la muerte,
ya que esto no fue observado en ninguno de los bioensayos realizados al evaluar

el efecto hipotensor.

Otro de los motivos al cual se le puede atribuir la nulidad del efecto hipotensor, es
la falta o escases del metabolito secundario responsable de esta actividad
biolégica (Vazquez et al., 2009). Puede suceder que durante la extraccion
diferenciada como lo es la percolacion los metabolitos secundarios queden
separados en los diversos solventes, entonces se podria suponer que la molécula
de interés no se encontraba en el extracto metandlico o quedoé en trazas dentro del
mismo, con lo que la concentracion requerida para ejercer un efecto hipotensor no
pudo ser alcanzada dentro del organismo en el que se evalud, incluso pudiese
haber quedado en otra de las fracciones con lo que restaria probar éstas y

descartar esta posibilidad.

Evidentemente pueden existir otras posibilidades para explicar el por que de la
falta en el efecto hipotensor, ya que cada razén hace alusion a un evento
fisiolégico distinto y a la metodologia seguida; sin embargo, cabe destacar que el
registro etnobotanico refiere el uso en Té o infusion de P. calyculatus
(Anandharajan et al., 2005; Rodriguez-Cruz, 2003) y es aqui donde surgen nuevas
incognitas, puesto que esa via es por la cual ejerce su efecto y es la misma via por
la cual se administrd el extracto, entonces la perspectiva para este trabajo se debe
guiar por 3 lineas: una en donde se prueben de la misma manera los demas
extractos obtenidos (diclorometano y hexano), la segunda que haga referencia al
tipo de metabolitos secundarios que se encuentren en los extractos y una tercera

que tome en cuenta los efectos relativos a la biotrasformacion y biodisponibilidad.



Martinez-Ramirez, 2010

5.- Bioensayo de Diabetes (Agudo)

Para el bioensayo agudo de diabetes se realizaron mediciones a distintos tiempos
como lo describe la metodologia, en donde se obtuvieron los resultados descritos
en las tablas 5 y 6, para los dos grupos que se tuvieron: experimental y control
negativo respectivamente. Se observan diferencias significativas (p < 0.05) entre
el grupo experimental y el control, asi como la reduccion de la glucemia a partir de
las 6 horas obteniendo la menor concentracion de glucosa sérica a las 8 horas

después de la administracion del extracto metandlico de P. calyculatus.

Basal 1h 2h 4 h 6h 8h
Rata 1 600 600 585 569 390 360
Rata 2 500 500 539 543 410 400
Rata 3 540 600 536 545 428 350

546.7 566.7 553.3 552.3 409.3 370.0
+25.16 +28.86 +13.73 +7.23 +9.05 +13.22

Promedio

Tabla 5.- Mediciones obtenidas para los niveles de glucosa (representadas en mg/dL) del grupo experimental
(Extracto P-MPc a 200mg/Kg).

Basal 1h 2h 4 h 6h 8h
Rata 4 572 540 600 558 531 558
Rata 5 432 438 446 374 393 390
Rata 6 480 430 444 600 600 600

494.7 469.3 496.7 510.7 508.0 516.0
+3557 +3066 +4474 +60.10 +52.69 +50.02

Promedio

Tabla 6.- Mediciones obtenidas para los niveles de glucosa (representadas en mg/dL) del grupo control
negativo (vehiculo).
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Se obtuvieron los resultados descritos en las tablas 7 y 8, para el grupo control
positivo (Insulina) y el grupo tratado con farmaco (Glibenclamida). Se observan
diferencias significativas (p < 0.05) entre el grupo control positivo y el tratado con

farmaco, mientras que éste ultimo no presenta diferencia con respecto al control

negativo.
Basal 1h 2h 4h 6h 8h
Rata 7 558 381 366 218 260 289
Rata 8 600 281 212 197 208 298
Rata 9 421 268 257 182 219 282
Rata 10 413 85 82 59 87 237
Promedio 498 253.75 229.25 164 193.5 276.50

+4757 +6160 +48.03 +£35.77 +37.22 +13.56

Tabla 7.- Mediciones obtenidas para los niveles de glucosa (representadas en mg/dL) del grupo control
positivo (Insulina, 5U/kg)

Basal 1h 2h 4 h 6h 8h
Rata 11 560 540 580 558 531 540
Rata 12 432 438 446 374 393 386
Rata 13 480 430 444 520 535 560
Rata 14 450 455 447 440 432 428
Rata 15 490 496 510 480 480 495

482.4 481.8 485.4 474.4 474 .2 481.8
+2459 +2292 +2289 +£3567 +3095 +36.86

Promedio

Tabla 8.- Mediciones obtenidas para los niveles de glucosa (representadas en mg/dL) del grupo tratado con
farmaco (Glibenclamida)
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Fig. 6.- Niveles de glucosa en sangre de ratas diabéticas (inducidas con STZ) tratadas con el extracto metandlico P.
calyculatus (grupo experimental), asi como aquellas que sirvieron como controles (insulina, gibenclamida y vehiculo).
Cada punto representa la media £ eem; (* p< 0.05).
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Se pueden observar de manera clara (Figura 6) las diferencias que existen entre
los grupos control y el grupo experimental (P. calyculatus). Mientras que el grupo
tratado con insulina, debido al descenso que produjo de la glucemia, se encuentra
marcadamente separado de los demas, también se puede notar que el grupo
tratado con glibenclamida no presenta diferencias con respecto al control negativo.
Sin embargo, el grupo al que se administré el extracto metandlico de P.
calyculatus si presentd diferencias significativas (p < 0.05) tanto con el grupo

control negativo como con el grupo tratado con el farmaco, a partir de las 6 hrs.

Ahora bien, entrando en el entendido de que alrededor del 8% de las personas
adultas en México padecen diabetes y la cuarta parte de los individuos afectados
no sabe que sufre este trastorno. Lo anterior es una de las razones por lo que
actualmente la diabetes se ha consolidado como una de las primeras causas de
decesos en Meéxico, ocasionando el 12% de las muertes de todo el pais
(Secretaria de Salud México, 2007); esto repercute hoy en dia en la necesidad de
busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento de la DM con lo que se recurre
a las plantas y principalmente a realizar una investigacion cada vez mas minuciosa
de compuestos puros; ya sea para encontrar sustancias que tengan mayor efecto
y menor costo o simplemente como una ayuda al tratamiento de control con

farmacos que actualmente se conoce (Goodman & Gilman, 1996).

Dado lo anterior, se realiz6 este estudio, para poder aportar mayor conocimiento al
tratamiento de la DM con plantas medicinales utilizadas para este padecimiento,
en exclusiva refiriéndose al enriquecimiento del conocimiento cientifico relativo a
P. calyculatus. Cabe mencionar que la planta que se evalué es usada
empiricamente en nuestro pais. Ademas, en otras partes del mundo, especies de
esta familia -Loranthaceae- ya han tenido estudios para corroborar su efecto
hipoglucemiante (Espinoza-Aguilar, 2007; Cetto-Andrade & Heinrich, 2005;
Obatomi et al., 2004; Alarcon et al., 1998) o hipotensor (Aguirre-Crespo et al.,
2005; Rodriguez-Cruz et. al., 2003; Obatomi, et al., 1996).
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Algunas de las plantas que se conocen desde hace tiempo por su uso empirico
para el tratamiento de la DM y que no existen estudios cientificos serios que
validen su accion, asi como aquellas de las que se redescubren sus propiedades
hipoglucemiantes, como el nopal y la sabila; entre otras, pueden ser objeto de
estudios etnobotanicos y mas adelante validar su uso ayudados de otras
disciplinas, con lo que nos permitan saber la utilizacidn popular de las plantas que
existen en nuestro pais y asi posteriormente pueden realizarse estudios
farmacolégicos para poder evaluar y validar su eficiencia terapéutica; estudios
fitoquimicos para conocer sus componentes activos y realizar también ensayos
toxicologicos que permitan vislumbrar si la planta es inocua o si tiene efectos
secundarios que pudiera causar algun dafo en el organismo del paciente (Cetto-
Andrade & Heinrich, 2005).

Para validar el efecto de Psittacanthus calyculatus se eligieron animales de
experimentacion (Ratus novergicus cepa Wistar) con glucemias normales, la
hiperglucemia fue inducida con estreptozotocina (60 mg/kg), logrando una
diabetes experimental con valores de: 432 a 600 mg/dL., los cuales podrian ser
observados en un paciente con DM en etapa muy avanzada (Lépez-Candales,
2001).

En el bioensayo agudo realizado se comprobd el efecto hipoglucemiante de P.
calyculatus ya que el extracto metandlico polar (P-MPc) redujo los niveles de
glucemia en el grupo experimental (dosis de: 200 mg/Kg) de 546.7 £ 50.33 a 370
26.45 mg/dL. a las 8 hrs de la administraciéon del extracto (P-MPc). Esto es
referido como el hecho de presentar una reduccion de la glucemia del 32.32%.
Esta afirmacion es debida al hecho de presentar diferencias significativas (p<0.05)

con respecto a los grupos control negativo y control con farmaco.

Es evidente (Figura 6) la reduccién que se observa entre el grupo experimental y
los grupos control mencionados, de hecho la diferencia mas evidente se puede

observar a las 6 y 8 horas después de la administracion; sin embargo, hay una
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diferencia significativa (p<0.05) considerable con respecto al control positivo
(insulina). En este caso observamos que la insulina pudo reducir a niveles a un
mas bajos la glucemia de las ratas diabéticas, observando el punto de mayor
reduccion a las 4 horas después de la administracion. Con este resultado
debemos retomar el hecho de que a la dosis empleada de estreptozotocina (60
mg/Kg) se obtiene un modelo de diabetes mellitus 1 (autoinmune o
insulinodependiente) (WHO, 1999; Rerup & Tardin, 1960) y es de hecho que para
este tipo de padecimiento se indica la utilizacion de la insulina recombinante como
método de control, por tanto, no es extrafo que haya habido tal grado de
reduccion de la glucemia, muy por debajo de los niveles que logré el extracto y en

menor tiempo.

Por otra parte se hace referencia al uso de farmacos hipoglucemiantes, como la
glibenclamida, dicho farmaco pertenece al grupo de las sulfunilureas, es utilizado
como estimulador de las células beta pancreaticas para producir insulina. Este
medicamento esta indicado en pacientes con diabetes mellitus 2, en donde aun
existen células que puedan producir insulina (Goodman & Gilman, 1996). He aqui
una de las razones por las que dicho farmaco no presentd ningun efecto sobre el
modelo bioldgico utilizado, sin presentar diferencias significativas con respecto al

control negativo.

El uso de los controles antes mencionados (glibenclamida e insulina) nos da una
fuerte idea del tipo de diabetes que estamos induciendo, asi de acuerdo a la
posible reaccion que se obtenga utilizandolos, se corrobora el tipo de Diabetes con
que se esta trabajando (WHO, 1999; Rerup & Tarding, 1960), que en este caso

fue evidenciada como Diabetes Mellitus tipo 1.

Con base a la evidencia experimental se determind la necesidad de realizar un
ensayo sub-crénico que revelara a largo plazo la accion del extracto de P.

calyculatus.



Martinez-Ramirez, 2010

6.- Bioensayo de Diabetes (Sub-crénico)

Para los bioensayos sub-cronicos de diabetes se realizaron mediciones a distintos
tiempos y durante 5 dias tal como lo describe la metodologia. Se realizé un
ensayo con dosis similar a la que se utilizé en el ensayo agudo y otro en el que se
duplicé la dosis. En el ensayo con 200 mg/kg se obtuvieron los resultados
descritos en la tabla 9, mientras que la tabla 10 describe los resultados obtenidos

a dosis de 400 mg/Kg, para los grupos experimental y control respectivamente.

Se pudo comprobar que a la dosis de 200 mg/Kg existe un descenso en la glucosa
sérica del grupo experimental respecto al tiempo, éste se presenta de las 2 o0 4
horas (dependiendo el dia) en adelante, observando diferencias significativas
(p<0.05) con respecto al control, a partir de las 6 horas. Se obtuvo el descenso
maximo perceptible cada 8 horas después de la administracién del extracto; sin
embargo, hay un aumento en la glucemia cada 24 horas. De igual manera se
observa que la glucemia disminuye progresivamente conforme transcurre el

tiempo del bioensayo (Figura 7).
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Dia 1 Dia 2
Hrs 0 2 4 6 8 24 26 28 32
Control 584.8 585 587 582 5686 589.2 592 600 595

Experimental 593.5 578 568 566 565 600 598 554 545

Dia 3 Dia 4 Dia 5
48 50 52 56 72 74 76 80 96 98 100 104

5804 580 596 600 584.6 588 0597 599 5926 596 598 599

567.8 569 553 537 589.7 555 537 521 587.2 558 539 515

Tabla 9.- Mediciones obtenidas para los niveles de glucosa en sangre (representadas en mg/dL) del grupo experimental
tratado con el extracto metandlico de P. calyculatus (200 mg/Kg) y el grupo control negativo.
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Fig. 7.- Niveles de glucosa en sangre de ratas diabéticas tratadas con el extracto metandlico de P. calyculatus (grupo
experimental), asi como del grupo control negativo. La administracion en este caso fue 200 mg/Kg. Cada punto
representa la media £ eem; n=6 (*p < 0.05; **p < 0.01).
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Dia 1 Dia 2
Hrs 0 2 5475 6 8 24 26 28 30 32 48

Control 481.2 477.0 498.2 477.8 491.2 521.7 561.7 545.0 544.7 546.5 547.5

Experimental 496.2 472.8 48 405.2 414.8 504.0 463.2 419.5 390.2 389.2 498.2

Dia 3 Dia 4 Dia 5
50 52 54 56 72 74 76 78 80 96 98 100 102 104

548.7 555.7 551.7 553.8 547.8 550.5 550.2 553.3 557.3 548.8 555.7 552.0 555.5 561.8

441.8 417.0 396.0 388.5 397.7 453.3 387.2 379.3 336.7 479.8 419.2 389.2 340.2 338.8

Tabla 10.- Mediciones obtenidas para los niveles de glucosa sérica (representadas en mg/dL) del grupo experimental,
tratado con el extracto metandlico de P. calyculatus (400 mg/Kg) y el grupo control negativo
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Fig. 8.- Niveles de glucosa en sangre de ratas diabéticas tratadas con el extracto metandlico de P. calyculatus (grupo
experimental), asi como del grupo control negativo. La administraciéon en este caso fue 400 mg/Kg. Cada punto

representa la media + eem; n=6 (*p < 0.05; **p < 0.01).
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De la misma manera, a una dosis de 400 mg/Kg existe un descenso en la glucosa
sérica del grupo experimental, observando diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto al control, a partir de las 4 horas. Se obtuvo el descenso maximo
perceptible cada 8 hrs tras la administracion del extracto; también se observa un
aumento en la glucemia cada 24 horas; cabe destacar, que incluso en este estado
basal, la glucemia va en decremento con relacion al grupo control y conforme van

pasando los dias de bioensayo (Figura 8).

Se destaca también el hecho de que existieron diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo experimental tratado con 200 mg/Kg y el grupo experimental tratado
con 400 mg/Kg observando una mayor reduccion de la glucemia en éste ultimo.
Esta diferencia se puede deber principalmente a la cantidad de sustancia activa
que llega al sitio de accion, se tiene entonces un efecto directamente proporcional

a la dosis.

Ahora bien, se observa que los niveles de glucosa en los ensayos sub-cronicos no
eran muy cercanos a los que se presentaban en el ensayo agudo, por lo que
permitid evidenciar el comportamiento del extracto a niveles mas altos de
glucemia, pero es evidente que aun en estos niveles y a una dosis mayor la
reduccion es inminente. Para seguir el paso en las pruebas de reduccion de la
hiperglucemia podrian ser utiles algunos ensayos mas, en que se aumente la
dosis y se observe la farmacocinética y/o biodisponibilidad de los metabolitos

secundarios presentes en el extracto, en los modelos biologicos que se usen.

En ninguno de los bioensayos (agudo y sub crénicos) se observé evidencia de
dano fuera de los patrones normales, aunque seria necesario realizar pruebas de
toxicidad del extracto y pruebas histolégicas para corroborar el hecho de no existir

dano renal, hepatico o algun otro érgano relacionado.

40
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Asi bien, es importante que se impulse la investigacion dirigida al aislamiento y
caracterizacion quimica de las sustancias causantes del efecto hipoglucemiante y
de otras actividades biolégicas de P. calyculatus. De hecho, en México se han
evaluado principalmente las investigaciones etnobotanicas, pero no se ha
prestado mucha atencion a los compuestos puros obtenidos a partir de las plantas,
relativos al tratamiento de enfermedades metabdlicas como lo es la Diabetes
(Alarcon et al., 1993).

Correlacionando la composiciéon quimica del extracto metandlico con el efecto
hipoglucemiante, se puede hablar de moléculas que pudiesen ser responsables
del efecto que presentd el extracto de P. calyculatus en un modelo de rata
diabética, encontramos que la bibliografia reporta el hecho de que se han
encontrado compuestos que son activos para reducir los niveles de azucar como
los flavonoides (Martinez-Flores et al., 2002; Graziano et al., 1967). Entonces
recordando que en las pruebas cualitativas hechas al extracto se detectaron
flavonoles y/o flavononas, esto puede dar una linea de direccién hacia donde

seguir con la investigacion relativa a la planta y esta actividad biologica.

En la actualidad se tienen muchos productos sintéticos con actividad
hipoglucemiante comprobada, pero las plantas con actividad hipoglucémica
contienen materiales complejos que han desafiado a la sintesis quimica, lo cual no
impide su uso en la medicina natural; sin embargo, lo anterior nos muestra la
necesidad de continuar realizando estudios que estén dirigidos a la comprobacion
y busqueda de la efectividad de plantas medicinales usadas en la medicina

tradicional.

Determinar el o los mecanismos de accidbn en un producto vegetal
hipoglucemiante como el extracto probado, requiere que se aisle e identifique el o
los principios activos que se presenten dentro del extracto y posean esta actividad

bioldgica.
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En este sentido se ha reportado que algunos de los mecanismos de accion de los

compuestos aislados de plantas, que actuan como hipoglucemiantes pueden ser:

> Actuando sobre las células B-pancreaticas y estimulando la secrecion de
insulina

Inhibiendo a la células a en la secrecion de glucagon

Inhibiendo la accion de algunos factores u hormonas hiperglucemiantes
Incrementando los efectos de la insulina a nivel de receptores

Inhibiendo a la enzima que degrada a la insulina (insulinasa)

Modificando directamente el metabolismo de la glucosa

VvV V V V V VY

Actuando como agonista de la accion de la insulina (Espinoza-Aguilar,
2007).

Las ultimas investigaciones deben incluir los ensayos donde se estudie el
mecanismo de accion, en las dosis optimas y tratamiento, evaluando el mejor
modo de preparacion, ya que los costos del tratamiento llegan a ser altos para el
paciente. Esto resalta otro punto importante, el impacto econdmico, el cual no se
tiene estudiado en absoluto para el uso de los remedio herbolarios, pero es
probable que sea de un costo bajo para muchas familias de escasos recursos (UN

Department of Public Information, 2010).

Estas iniciativas deben acompanarse por un refuerzo a la educacion de pacientes
con diabetes y médicos, para asegurar que quienes consuman dichos preparados
lo hagan de forma responsable. En el orden en que esto se logre, se obtendra una
mejor calidad de vida y asi medico-paciente entenderan y controlaran de mejor

manera los sintomas de la DM.
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7.- Ensayo de citotoxicidad (Cancer)

El ensayo de citotoxicidad se realizé en 3 lineas celulares de cancer tal como lo
muestra la metodologia y dadas las curvas obtenidas para las diferentes
concentraciones y la densidad Optica resultante, se realizaron las graficas
correspondientes, tras la linealizacion de las mismas mediante el ajuste de la
ecuacion de la recta (Oda, 2005), se realizé una regresion lineal y de esta forma

se obtuvieron las DEs.

Los controles que se utilizaron en el ensayo fueron: elipticina, vinblastina y
camptotecina, farmacos de referencia utilizados como antineoplasicos (Goodman
& Gilman, 1996) y cuyos valores ya estan estandarizados para las lineas celulares
empleadas. Asi entonces, se tiene que el valor de DEsp para la elipticina es de:
0.04 yg/mL para KB y HF-6, y de 1.0 ug/mL para MCF-7 (Po-Lin et al., 2005). El
valor de DEsg para la vinblastina es de: 0.04 ug/mL y para la camptotecina es de:
0.003 pg/mL, ambos registros en las tres lineas celulares (Suffness & Pezzuto,
1991). Valores iguales a los reportados fueron obtenidos durante la realizacion de

este ensayo de citotoxicidad.

Con respecto al grupo experimental, se puede observar que al evaluar el extracto
metandlico de P. calyculatus contra la linea celular de cancer de mama (MCF-7)
se obtuvo una DEsy de 7.0032 ug/mL (Figura 9). Mientras que para la linea de
cancer de colon (KB) se obtuvo una DEsy de 18.002 ug/mL (Figura 10) y en este
sentido la DEsp que se obtuvo para cancer nasofaringeo (HF-6) fue de 9.0045

pg/mL (Figura 11).
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Dados los resultados obtenidos, debemos recordar que segun las guias
instauradas por el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos de América, se
considera activo —citotoxico— a un extracto, cuando la DEs, resultante se
encuentra por debajo de los 20 pg/mL (Suffness & Pezzuto, 1991) y es con base a
este criterio que podemos inferir la efectividad del extracto metandlico de P.
calyculatus contra las lineas celulares cancerosas que se utilizaron (MCF-7, KB y
HF-6).

Podemos notar, que si bien se tiene la seguridad de la efectividad que presenta el
extracto como agente citotoxico contra las lineas celulares cancerosas, también se
observan diferencias notables entre las DEsp obtenidas, esto puede deberse en
gran medida a la sensibilidad y/o resistencia caracteristica que presentan cada
una de las lineas celulares contra la accion de los compuestos contenidos dentro
del extracto (Suffness & Pezzuto, 1991).

En concreto se observa que si bien las diferencias entre las DEsg obtenidas contra
MCF-7 y HF-6 no son significativas (p<0.05), ambas concentraciones estan muy
alejadas del valor de referencia, lo que nos habla de las dosis tan pequefas que
son necesarias —en ambas lineas celulares— para provocar la muerte del 50% de
la poblacion. De hecho esto confiere algunas ventajas, asumiendo pues que para
obtener resultados basta tener dosis minimas que actuen de manera efectiva en el

modelo biolégico que se esta utilizando (Popoca et al., 1998).

Otro aspecto importante a discutir es el hecho de que muchos extractos no
inducen la muerte celular, mas bien inhiben su proliferacion y esto puede ser parte
de los resultados obtenidos, ya que en ninguna concentracién se obtuvieron D.O
nulas, lo que nos habla efectivamente de un arresto en la divisién celular. Este
efecto ha sido reportado principalmente para células MCF-7 en donde al retirar el
extracto evaluado, las células regresan a su ciclo de proliferaciéon normal (Fornelli,

2007), es entonces que la perspectiva de este trabajo podria enfocarse ahora a la
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farmacocinética del extracto metandlico de P. calyculatus y asi poder revelar cual

es la verdadera accion que produce sobre este tipo de células.

Otro de los resultados a analizar es el hecho de haber diferencias significativas
(p<0.05) entre las DEsy de MCF-7 y HF-6 contra las de KB, siendo esta ultima casi
dos veces mayor que los valores obtenidos para las otras dos y muy cerca del
valor de referencia. Lo anterior indica que las células de esta linea (cancer de
colon) presentan menor sensibilidad contra la accién citotoxica del extracto
metanolico de P. calyculatus, o que genera la necesidad de requerir una dosis
mas alta para alcanzar a inhibir el 50% de crecimiento de la poblacion celular
(Conforti, 2008; Suffness & Pezzuto, 1991).

Al comparar los valores obtenidos de las DEsy de los controles y los grupos
experimentales se evidencia el hecho de existir una gran diferencia entre ellos,
pero no se debe olvidar que los controles son compuestos puros cuyo blanco ya
esta indicado, asi como su modo de accion (Po-Lin et al., 2005) y no hay ninguna
otra molécula (al menos en el ensayo in vitro) que impida su accion; cosa que no
podemos afirmar de los extractos vegetales, puesto que siendo la combinacién de
muchos metabolitos secundarios podria existir la posibilidad de haber
antagonismo entre ellos y que solo una cantidad limitada de compuestos lleguen a

ejercer accion antineoplasica (Conforti, 2008).

En definitiva se tiene el conocimiento del modo de accion de diversos
antineoplasicos, como aquellos que se utilizaron como controles, y de hecho se
tiene una caracterizacion famacocinética y farmacodinamica de los mismos
(Goodman & Gilman, 1996); sin embargo, no se puede decir lo mismo de los
extractos vegetales utilizados como antitumorales, ya que estos contienen tantas
moléculas que podrian estar implicadas en el efecto antineoplasico que
evidentemente seria casi imposible la determinacion de la forma en que actiany a
que nivel lo hacen (Popoca et al., 1998), es por eso que regularmente la

caracterizacion se hace de compuestos puros, puesto que representa una manera
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mas facil de evidenciar el modo de accién de algunas moléculas contenidas en un
extracto (Galati & O’Brien, 2004), asi se puede concluir si existe un efecto aditivo o
sinérgico en el extracto que revele en cierta manera los mecanismos de accion por

los que actua.

Muchos son los compuestos aislados de plantas que se han caracterizado como
antineoplasicos y entre ellos estan los flavonoides, que han sido revelados como
quimiopreventivos del cancer y antitumorales (Galati & O’Brien, 2004).
Recordemos con esto que algunos de los compuestos que se identificaron
cualitativamente en el extracto de P. calyculatus eran flavonoides de distintas
naturalezas, entonces se puede apuntar al hecho de que estas moléculas sean las
posibles responsables de la accion citotdxica. Sin embargo, para llegar a esta
conclusion seria necesario el aislamiento de estos compuestos contenidos en el
extracto y evaluarlos contra las lineas celulares, asi podriamos comprobar este
efecto y dar razon del por que actua como agente citotoxico el extracto metandlico

de P. calyculatus.

Dado que el cancer es un problema de salud publica que va creciendo dia a dia es
necesario generar metodologias que se asemejen a lo que ocurre en humanos,
cuando ya se tienen pruebas preliminares (OMS & UICC, 2005). Es asi que otra
perspectiva importante que se puede unir a la discusidon, es la posibilidad de
evaluar el extracto en un modelo in vivo para corroborar la manera en que actuan
los diversos compuestos contenidos en él, ya que muchas veces varia en gran
medida la accion que se presenta como antineoplasico a nivel in vitro y a nivel in
vivo, puesto que al igual que como lo discutimos en la seccidén de hipertensién, las
moléculas responsables de ésta actividad podrian sufrir diversas trasformaciones

que las dejaran sin actividad alguna (Vazquez, 2009).
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8.- Capacidad antioxidante (Ensayo frente al DPPH)

Los radicales libres son moléculas que contribuyen de manera importante al estrés
oxidativo que pudiese sufrir un organismo (Halliwell, & Gutteridge, 2007) y que
esto puede traer consigo un dafio considerable a diversas biomoleculas, por lo
cual es importante generar ensayos in vitro que revelen de manera preliminar la
capacidad que tiene una sustancia para poder atrapar radicales libres (Pinell,
2003).

En el presente estudio se midié la CAsp tal como lo describe la metodologia, con lo
que al poner la sustancia de interés junto con la forma radical del difenil picril
hidracilo (DPPH"); y si la sustancia o extracto presentase la capacidad de atrapar
radicales libres, se puede observar una perdida de color o disminucion de la
absorbancia, misma que es medible y proporcional a la cantidad de DPPH que
esta perdiendo el electron desapareado (Bondet et al., 1997; Brand-Wiliams et al.,
1995).

Tras generar la grafica de los datos obtenidos, esto es, la absorbancia contra las
concentraciones utilizadas, se puede realizar una regresion que a un valor
dependiente de 50 nos revele cual es la concentracidn necesaria para reducir el
50% del DPPH. En este sentido el extracto metandlico de P. calyculatus presentd

una CAsp de 13.66 ppm como lo muestra la Figura 12.

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una cadena de
propagacion oxidativa, mediante la estabilizacion del radical generado (Trevifio,
2009), asi la comparacién de este dato con otros que se hayan obtenido para
sustancias ampliamente conocidas por su capacidad antioxidante podemos hablar
de que tan buena es la capacidad atrapadora de radicales libres que puede tener
el extracto de P. calyculatus.
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Grafica 12.- Curva del porcentaje de reduccion del DPPH frente al extracto MeOH de P. calyculatus, asi como la vitamina
E; con lo que se pudo obtener la CAsp. Cada punto representa la media £ eem.
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La capacidad que un extracto tiene de ser o no antioxidante esta fuertemente
ligada a las moléculas que lo componen. Un grupo de metabolitos secundarios
que ha sido fuertemente estudiado por la gran capacidad atrapadora de radicales
libres que presentan, son los flavonoides, éstos han sido descritos dentro del
metaboloma vegetal incluso como los mayores contribuyentes a ésta tarea (Villafio
et al., 2007).

Las pruebas cualitativas hechas al extracto metanolico de P. calyculatus revelaron
la presencia de fenilpropanoides y flavonoides, estos metabolitos pueden ser los
principales responsables de que el extracto presentara esa capacidad, ya que
algunos autores han encontrado relacion directa entre el contenido de fenoles en
un extracto y la eficiencia antioxidante (Sanchez et al., 1999); por ejemplo, algunos
fenoles como la rutina, quercetina y piceatanol, son cumpuestos que presentan en
mayor o menor grado propiedades antioxidantes, es decir tienen la capacidad de

atrapar radicales libres (Arnao et al., 1998).

Comparando con otras sustancias se tiene; que el valor de la CAsy del a-tocoferol
es de 9.13 ppm y la de la vitamina C es de 6 ppm (Cantu, 2001), mientas que la
quercetina es de 5.3 ppm, esta ultima se ha reportado como un fuerte antioxidante
(Ku et al., 2005). Si se sigue bajo esa linea de la comparacion se puede hablar de
que tan buena o “no tan buena” es la capacidad antioxidante que presento el
extracto, éste tiene una CAsy muy cercana a aquella de la vitamina E, aunque esta
alejada de la de la vitamina C y la quercetina, aun cuando estamos observando
este fendmeno podemos decir que el extracto puede ser un buen antioxidante por
que la concentracion utilizada para neutralizar al 50% el DPPH es pequena. EL
resultado al final evidencia el hecho de que el extracto metandlico de P.

calyculatus si posee actividad antioxidante.

Otro aspecto importante que se debe considerar en el presente estudio, es el
hecho de lo fuertemente ligado que se haya el estrés oxidativo con la hipertension
(Briones & Touyz, 2010), la diabetes (Wiernesperger, 2003) y el cancer (Valko et
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al., 2006); de hecho la investigacidn de estas patologias esta repuntando hacia su
origen en el estrés oxidativo, su prevencion y tratamiento a lo largo de su
desarrollo (Smith & Ashiya, 2007; Robertson & Harmon, 2006; Galati & O’Brien,
2004).

Haciendo un recuento de cdémo esta implicado el estrés oxidativo en la
hipertension, primero se debe saber que las células de mamiferos son capaces de
generar metabolitos de oxigeno, conocidas como especies reactivas de oxigeno
(ERO) a través de la accién de varias enzimas u otras fuentes. En las células
vasculares (Halliwell & Gutteridge, 2007), las ERO son en su mayoria producidas
por la NADPH oxidasas, la sintasa de 6xido nitrico (ONS) desacoplada, la xantina
oxidasa y por fuentes mitocondriales. En la hipertension, la produccion de ERO
por estas fuentes es mayor, y esto no soélo contribuye a la hipertensién, sino
también causa enfermedad vascular y disfuncién. La produccién de ERO en otros
organos, en particular el rifdn y los centros en el cerebro, probablemente
participan en la regulacion de la presion arterial. A pesar de la gran cantidad de
datos que sustentan el papel de las ERO en la hipertension y otras enfermedades
cardiovasculares, el tratamiento con antioxidantes comunmente empleados no ha
tenido tanto éxito, lo que provocd un replanteamiento del concepto de estrés

oxidativo en el tratamiento de la hipertension (Harrison et al., 2007)

Muchas veces la accidén antioxidante esta ligada a la actividad hipotensora, sobre
todo cuando se habla de sustancias endotelio dependientes que pudiesen estar
implicadas en la accion que ejerce la ONS dentro del control de la hipertension, tal
es el caso del extracto de P. calyculatus que ha sido reportado con este tipo de

acciéon (Rodriguez-Cruz, 2003).

De hecho, existen diversos trabajos en donde se conoce el papel que juega sobre
todo el endotelio y la ONS en la produccion de oxido nitrico (NO) en el estrés que
pueda sufrir un paciente con hipertension, ya que cuando se encuentra alterado

este metabolismo es posible encontrar radicales del 6xido nitrico (NO') (Briones &

53




Martinez-Ramirez, 2010

Touyz, 2010) que al correr por el torrente sanguineo provocan las reacciones en

cadena caracteristicas de este tipo de estrés (Salim et al., 2010; Trevifio, 2009).

La terapia con antioxidantes en la hipertension y el hecho de replantear la
situacion de los mismos hace alucion al hecho de que en este tipo de pacientes se
vuelven insuficientes los medios enddgenos para combatir este estrés, es
necesario entonces que se utilicen antioxidantes exégenos como los flavonoides

para el tratamiento de dicho padecimiento (Smith & Ashiya, 2007).

Siguiendo el sentido de la metodologia y como se dieron los resultados ahora se
entrara en la relacion entre la DM vy el estrés oxidativo; asi pues, estando en el
entendido que éste ha sido identificado como un punto clave en muchas de las
complicaciones de la diabetes y que este sindrome es una fuente importante de
sustancias prooxidantes, se vuelven un candidatos idoneos para un estudio a

profundidad (Wiernesperger, 2003).

Algo importante que se debe tomar en cuenta es que el hecho de presentar
hiperglucemia es un factor determinante en la induccién del estrés oxidativo y en
la disminuciéon de los antioxidantes enddgenos. Por ejemplo, la hiperglucemia
contribuye al estrés oxidativo al menos de 3 formas, por sobre carga de la cadena
transportadora de electrones en la mitocondria, o que genera una mayor
produccion de superoxido (Wiernesperger, 2003), otro es el proceso de
autoxidacioén de la glucosa en presencia de metales y en general su exceso como
sustancia prooxidante (Robertson & Harmon, 2006) y la generacién de ERO en la
glucosilacién (Wolff et al., 1989).

Asi pues, se toma en cuenta la terapia con sustancias antioxidantes como un
medio para reducir las complicaciones que se presentan en la diabetes, hasta el
momento no hay estudios concluyentes en humanos que reflejen a una terapia
antioxidante como antidiabética o que cure esta enfermedad, pero si hay un

numero considerable de trabajos que hablan de la prevencion y el tratamiento de
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la DM, de hecho es una de las terapias que dia a dia toma mas fuerza por que
muchos de los antioxidantes que se utilizan en ella son obtenidos de las

preparaciones vegetales (Martinez-Flores et al., 2002; Ahmad & Mukhtar, 1999).

Es asi que se puede proponer también a la infusion que se usa de P. calyculatus
como una buena alternativa en el tratamiento de la diabetes, no solo por sus
propiedades como hipoglucemiante, sino también como un antioxidante, dado que
dichas propiedades en conjunto pueden ayudar a detener la progresion de la

enfermedad y generar un tratamiento novedoso.

Otra de las patologias tratadas dentro de los objetivos fue el cancer, entonces se
debe entender que la transformacion de una célula normal a una maligna requiere
cambios genotipicos y fenotipicos a menudo asociadas a cada una de las fases de
iniciacidn, promocioén y progresion del proceso carcinogénico. Los genes en cada
una de estas fases adquieren alteraciones en su actividad transcripcional que se
asocian con hipermetilacion. En este sentido, un creciente conjunto de evidencia
apoya el papel de las ERO inducidas por la generacién de estrés oxidativo en
estos procesos epigenéticos y, como tal, podemos formular la hipétesis de los
modos potenciales de acciéon por los cuales el estrés oxidativo modula la
regulacion epigenética de la expresion génica. Esto es de suma importancia dado
que los diversos componentes de la via y sus patrones en el ADN principalmente,
se utilizan como potenciales biomarcadores para el diagndstico y prondstico del

cancer (Franco et al., 2008).

El concepto de la prevencion del cancer mediante la intervencion de sustancias
antioxidantes surge del hecho de que las frutas y hortalizas contienen a estas
sustancias y estan vinculados a las bajas tasas de cancer en aquellas personas
que las consumen. La proteccion contra el dafio al ADN por los productos de
alimentos de origen vegetal puede ser demostrado in vitro; sin embargo, exige un
especial cuidado en la medicion de los danos, ya que la oxidacién se produce

rapidamente durante la preparacion de la muestra, lo que genera una barrera
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grave al momento de la medicién. Usando ensayos validados y fiables como para
la oxidacion del ADN, es posible demostrar una disminucion en el dafo oxidativo
después de la suplementacion con sustancias antioxidantes aislados de plantas o

alimentos integrales de especies vegetales, en seres humanos (Collin. 2005).

Dada toda esta revision se pueden hacer una serie de inferencias sobre el extracto
metanolico de P. calyculatus, empezando por el hecho de haber dado resultados
positivos como agente citotoxico contra algunas lineas celulares cancerosas
(MCF-7, HF-6 y KB) y a la vez como antioxidante de manera in vitro, estas dos
propiedades presentadas validan cientificamente que dicho extracto puede ser
utilizado para realizar mas estudios encaminados a la prevencién o tratamiento del
cancer y si bien es cierto que todavia no se entiende completamente el papel de
los fitoquimicos como los antioxidantes, o0 como moduladores de otros procesos
relacionados con la carcinogénesis y su prevencion (Collin, 2005), se podrian
sugerir una serie de estudios posteriores que puedan revelar los medio por los que
actua el extracto de P. calcyulatus sobre las células cancerosas y si actua como

quimiopreventor del cancer.
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Conclusiones

e El presente estudio revelo que de acuerdo a los rendimientos obtenidos en
los extractos de Psitacanthus calyculatus D.C. (Don) los metabolitos
secundarios que se pudieron extraer fueron en su mayoria de naturaleza

polar.

e Se demostr6 de manera cualitativa la presencia de algunos de los
componentes del extracto metandlico, siendo éstos en su mayoria
fenilpropanoides como: flavonoides, flavonas y glucésidos, sin deteccion de

alcaloides.

e Se observO que el extracto metandlico de P. calyculatus no presento

actividad hipotensora en un modelo de hipertensién arterial genética, SHR.

e Se revel6 que el extracto metandlico de P. calyculatus posee propiedades
hipoglucemiantes en un modelo murino de diabetes inducido con

estreptozotocina, de manera aguda y sub-crénica.

e El extracto metandlico de P. calyculatus también presentd actividad
citotoxica contra lineas celulares cancerosas de mama (MCF-7),

nasofaringeo (KB) y colon (HF-6).

e Po ultimo, el extracto presentd una buena capacidad antioxidante (in vitro)

presentando una CAsp = 13.66 ppm.
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Apéndice 1

DIABETES MELLITUS (DM)

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico comun caracterizado por los altos
niveles de glucosa en la sangre, resultado de la ausencia o inadecuada secrecion
de insulina por parte del pancreas, con o sin deterioro coexistente en la accion de
insulina (WHO, 1999; Ortiz-Andrade et al., 2006).

Esta enfermedad afecta aproximadamente a 150 millones de personas alrededor
del mundo y su incidencia podria aumentar al doble durante los proximos 20 afios
(Cohen & Goedert, 2004). Asi mismo esta logrando rapidamente una proporcion
de predominio alarmante en los paises desarrollados y esta amenazando no solo
la existencia, sino también la supervivencia econdmica de las poblaciones en los
paises en vias de desarrollo (Osadebe et al., 2004). Tal es el caso de México,
cuyo indice de morbilidad para la DM oscila en aproximadamente en 2’179, 000
(SA, 2007), esto supone un problema de salud publica de magnitudes

considerables.

Estudios epidemiolégicos y ensayos clinicos apoyan fuertemente la nocion de que
la hiperglucemia es la causa principal de complicaciones relacionadas con
padecimientos en |la arteria coronaria, desordenes cerebro vasculares,
insuficiencia renal, complicaciones neuroldgicas y muerte prematura (Lopez-
Candales, 2001; Cardenas-Quintanilla & Hernandez-Delgado, 1986). También ha
sido propuesto que los radicales libres oxidantes juegan un papel relevante en la
patogénesis de la DM humana y sus secuelas como la nefropatia, neuropatia y
angiopatia (Soto et al., 2003). Estando en el entendido de que el resultado de una
hiperglucemia cronica deja a su paso un estrés oxidativo crénico en todos los
tejidos (Robertson & Harmon, 2006), dado que la glucosa en concentraciones
anormalmente altas genera gran cantidad de especies reactivas de oxigeno

(Wiernsperger 2003), mismas que producen un dafio oxidativo a los 6rganos
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clasicamente afectados por la DM, tales como: ojos, rifiones, nervios y vasos

sanguineos (Robertson & Harmon, 2006).

Los métodos farmacolégicos (insulina e hipoglucemiantes via oral) asi también
como los no farmacoldgicos (dietas y ejercicio) son usados en el control de la DM
(Osadebe et al., 2004). Uno de los métodos terapéuticos para la reduccion de
hiperglucemia en sobremesa de pacientes con DM, es prevenir la ingestion de
carbohidratos después de la captacion de comida (Ortiz-Andrade et al., 2006).
Dentro de estos métodos de control, una de sus obvias limitaciones es el hacer
necesaria una busqueda minuciosa de ayuda entre el arsenal de vegetales que
tiene a su disponibilidad el hombre (Osadebe et al., 2004) para su integracion en

una posible dieta.

Los productos naturales de las plantas medicinales continuan formando la base
comun para el descubrimiento de nuevas entidades quimicas en los modernos
programas de descubrimiento de drogas, se han reportado una serie de plantas
con principios activos para posibles usos en el tratamiento de la DM
(Anandharajan et al., 2005; Alarcoén et al., 1998), estas sustancias forman parte de
los metabolitos secundarios. Normalmente se distingue entre metabolismo
primario y secundario; el primero se refiere a procesos esenciales en los seres
vivos y tienen la capacidad de servir como materiales de partida (precursores)
para los metabolitos secundarios. Estos son en principio, biosintetizados a partir
de los metabolitos primarios pero contribuyen definitivamente a la adaptacion de
especies y a su supervivencia. Son mas caracteristicos para un grupo biolégico en
particular, tal como una familia o un género, y aparentemente, la maquinaria
sintética puesta en juego aqui esta relacionada con la evolucion de las especies
(Buchanan et al., 2000).
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Apéndice 2

HIPERTENSION (HT)

Las enfermedades cardiovasculares se deben a trastornos del corazén y los vasos
sanguineos, entre ellos las cardiopatias coronarias (ataques cardiacos), las
enfermedades cerebrovasculares (apoplejia), el aumento de la tension arterial
(hipertension), las vasculopatias periféricas, las cardiopatias reumaticas, las
cardiopatias congénitas y la insuficiencia cardiaca. Algunas de las principales
causas de enfermedad vascular son el consumo de tabaco, la falta de actividad

fisica y una alimentacién poco saludable (OMS, 2010).

En este sentido, la hipertension es un factor de riesgo que puede desembocar en
enfermedad cardiovascular con el mayor impacto epidemiolégico en el mundo y
también representa un factor de riesgo importante para el desarrollo de otras
enfermedades como: la disfuncidon renal, insuficiencia cardiaca congestiva,

enfermedad coronaria y accidente cerebro vascular (Ogihara, 2005).

En la actualidad, existen farmacos antihipertensores para controlar la presion
arterial en cuatro sitios efectores: los vasos de resistencia, los vasos de
capacitancia, el corazén y el rindbn, que a su vez se clasifican como:
vasodilatadores, farmacos simpaticoliticos, bloqueadores de los canales de calcio,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y los diuréticos
(Staffileno de 2005) y los inhibidores del receptor AT1

A pesar de esto, las compafias farmacéuticas han demostrado que los productos
naturales siguen constituyendo una fuente muy valiosa para la produccién de
nuevas entidades quimicas utilizadas para el control de enfermedades de dificil
tratamiento, ya que representan a estructuras privilegiadas, seleccionadas por
diferentes mecanismos a lo largo de la evolucién de las especies vegetales (Smith
y Ashiya, 2007; Koehn & Carter, 2005).
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Ademas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor del 65-
80% de la poblacién mundial en los paises en desarrollo, debido a la pobreza y la
falta de acceso a la medicina moderna; dependen esencialmente de las plantas
para su atencion primaria en salud (Harvey, 2007; Bohlin, 2004; Fabricant &amp;
Farnsworth, 2001).

Por lo tanto, con el fin de demostrar la eficacia de las plantas medicinales desde el
punto de vista cientifico, se presentan distintos trabajos en donde se tiene como
objetivo caracterizar la actividad vasodilatadora y el posible modo de accién; todo
esto con el propdsito de encontrar nuevos compuestos a partir de plantas que se
utilizan como agentes anti-hipertensivos (Corson y la tripulacion , 2007) en la

medicina tradicional Mexicana (Aguirre-Crespo, et al., 2005).
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Apéndice 3

CANCER

El cancer es un proceso de reproduccion y diseminacion incontrolada de células.
Puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. Este crecimiento
celular incontrolado suele invadir el tejido circundante y puede provocar metastasis
en puntos distantes del organismo. Muchos tipos de cancer se podrian prevenir
evitando la exposicion a algunos factores de riesgo comunes como el humo de
tabaco y la radiaciéon UV. Ademas, un porcentaje importante de canceres pueden
curarse mediante cirugia, radioterapia o quimioterapia, especialmente si se

detectan en una fase temprana. (OMS, 2009a).

El cancer es una de las principales causas de mortalidad y el numero total de
casos esta aumentando en todo el mundo. Tanto asi, que en la mayor parte de los
paises desarrollados el cancer es la segunda causa principal de mortalidad
después de las enfermedades cardiovasculares. Los datos epidemioldgicos
muestran que comienza esta tendencia en el mundo menos desarrollado, en
particular en los paises «en transicion» y paises de ingresos medianos, por
ejemplo en América del Sur y Asia. Mas de la mitad de los casos de cancer se
registran ya en paises en desarrollo (OMS, 2009b). Se prevé pues, que a nivel
mundial, la mortalidad por cancer aumentara un 45% entre 2007 y 2030 (pasara
de 7,9 millones a 11,5 millones de defunciones), debido en parte al crecimiento
demografico y al envejecimiento de la poblacion. En las estimaciones se han
tenido en cuenta las ligeras reducciones previstas de la mortalidad por algunos
tipos de cancer en paises con grandes recursos. Se estima que durante el mismo
periodo el numero de casos nuevos de cancer aumentara de 11,3 millones en
2007 a 15,5 millones en 2030 (OMS & UICC, 2005).

En este sentido, el cancer de pulmén mata a un mayor numero de gente que

cualquier otro tipo de cancer, y se prevé un aumento de esta tendencia hasta 2030
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a menos que se intensifiguen mucho las actividades de control mundial del
tabaquismo. Algunos tipos de cancer, como los de préstata, mama y colon, son
mas frecuentes en los paises desarrollados. Otros tipos de cancer, como los de
higado, estbmago y cuello uterino, son mas frecuentes en los paises en vias de
desarrollo; pero también es importante la existencia de los primeros en éstos

paises.

La aparicion de cancer se ha asociado a varios factores de riesgo comunes, a
saber: un modo de vida poco sano (consumo de tabaco y alcohol, dieta
inadecuada, falta de actividad fisica) y exposicion a carcindbgenos (por ejemplo:
asbesto) en el entorno laboral o en el medio ambiente (por ejemplo por
contaminacion del aire en locales cerrados), radiacion (por ejemplo ultravioleta o
ionizante) y algunas infecciones (por ejemplo hepatitis B o infeccién por virus del

papiloma humano).

Los principales factores evitables de riesgo de cancer son los siguientes:

« Consumo de tabaco: causa 1,8 millones de defunciones anuales por cancer
en el mundo (el 60% de éstas se registran en paises de ingresos bajos y
medianos);

« Exceso de peso, obesidad o inactividad fisica: en conjunto causan 274.000
defunciones anuales por cancer;

e Consumo excesivo de alcohol: causa 351.000 defunciones anuales por
cancer;

e Infeccion por virus del papiloma humano trasmitido por via sexual: causa
235.000 defunciones anuales por cancer;

e Agentes carcinogenos en el entorno laboral: causan al menos 152.000
defunciones por cancer (OMS, 2009b).

A pesar de que cada vez sabemos mas sobre la manera de prevenir y de tratar el

cancer, cada afilo aumenta el nimero de personas que lo padecen. Si la tendencia
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continia como hasta ahora, en 2020 debera comunicarseles que tienen cancer a
16 millones de personas. De ellas, dos tercios viviran en paises en desarrollo o en

paises de industrializacién reciente (IARC, 2002).

En México, tan solo en el 2005 el cancer cobré la vida de cerca de 64,000
personas, de las cuales 37, 000 estaban por debajo de los 70 afios. Asi bien, la
proyeccion epidemiolégica muestra el aumento en la proporcién de cancer del
12.5% a un 13.8%; siendo los tipos de cancer mas comunes en hombres, el de
prostata, pulmon, estomago, higado y colon; mientras que en mujeres los mas
comunes son: cérvico uterino, de mama, de estomago y el de higado (OMS,
2008).

Esta enfermedad exige una accion internacional concertada, tanto por parte de los
gobiernos, las organizaciones, las instituciones en los sectores publico y privado y
de los centros de investigacion, como por parte de las personas. En dicha accion,
que ya ha comenzado, nos corresponde a cada uno desempeiar un papel
importante (OMS & UICC, 2005).

Dentro de todo este concepto, la utilizacion de plantas medicinales en la
prevencion del cancer juega ahora un papel muy importante, entiéndase mas
concretamente como quimioprevencion, siendo ésta el uso de sustancias quimicas
naturales o sintéticas que supriman, retarden o reviertan el proceso de
carcinogénesis, en especial aquellas que presentan actividad antioxidante
(Agarwal & Mukhtar, 1996; Surh, 1999; Afaq et al., 2003).

Bajo esta linea, se sabe que el consumo de frutas y verduras disminuye el riesgo
de presentar diversas enfermedades, entre ellas el cancer, lo anterior se ha
asociado a la presencia de vitaminas y polifenoles con propiedades antioxidantes
en las plantas (Ahmad & Mukhtar, 1999).
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La mayoria de las sustancias antioxidantes aisladas de las plantas superiores son
polifenoles (Atoui et al., 2005). El consumo de frutas, verduras, cereales e
infusiones herbales puede aportar hasta 1g de compuestos fendlicos diarios en la
dieta, debido a lo anterior, estos compuestos se consideran el principal
suplemento alimenticio. También se les reconoce como benéficos en la salud
humana por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorios y anticarcinogénicos
(Pinnell, 2003; Galati & O’Brien, 2004; Atoui, 2005). Ademas, se ha demostrado
que algunos flavonoides al ser administrados de forma oral o topica tienen

propiedades protectoras (Pinnell, 2003) contra este tipo de patologias.

En este sentido, a partir de estudios quimicos y farmacologicos de algunas
especies de la familia de las Lorantaceas se han identificado diferentes tipos de
constituyentes como los flavonoides (Graziano et al., 1967) alcaloides y lecitinas
(Winterferferld & Dorle, 1942). Se expresa, pues, que los primeros actuan
protegiendo la salud; limitan la accion de los radicales libres (oxidantes)
reduciendo el riesgo de cancer y enfermedades cardiacas, como puede ser la HT,
refuerzan los vasos sanguineos y combaten sintomas de enfermedades

degenerativas (Martinez-Flores et al., 2002), tal es el caso de la DM.
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Apéndice 4
ESTRES OXIDATIVO Y SU RELACION CON ALGUNOS PADECIMIENTOS

En términos bioquimicos, el estrés oxidativo es un aumento en la reduccion del
potencial celular o una disminucion en la capacidad reductora de los pares redox
celulares como el glutation. Un aspecto particularmente destructivo del estrés
oxidativo es la produccion excesiva de especies de reactivas de oxigeno (ERO),
que incluyen los radicales libres como: superoxido (Oz7), hidroxilo (-OH) y el
oxigeno singulete ('0;). Algunas de las especies menos reactivas (como el
peréxido de hidrégeno) pueden ser convertidas por una reaccién redox con
metales de transicion u otros compuestos de ciclo redox en el radical -OH, especie
radical mas agresiva que puede causar extenso dafo celular (Figura 12). La
mayoria de estas especies derivadas del oxigeno se producen en un nivel bajo en
condiciones normales de metabolismo aerdbico y el dafio que causan a las células

es reparado constantemente (Konigsberg, 2008).
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Fig. 12.- Simbologia de las diversas rutas de generacion de especies reactivas de oxigeno
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En este sentido, existen diversos factores de riesgo los que desencadenaran la
produccion de especies reactivas de oxigeno -y nitrogeno- (Figura 13) y que
cuando las células sucumben ante el estrés que estas especies les provocan se
produce un dafo oxidativo, producido por el ataque a diversos sistemas celulares
(ADN, lipidos, carbohidratos, proteinas, etc.). La diversos dafios provocados a la
célula y que se vuelven irreparables, se pueden convertir rapidamente en diversas
alteraciones metabdlicas que repercuten directamente en el organismo, ejemplo
de esto es: las nefropatias, las neuropatias, la hipertension, la diabetes, el cancer,

la ataxia, hepatopatias, entre otras (/bidem).

Los efectos del estrés oxidativo dependen de la magnitud de estos cambios y si la
célula es capaz de superar las pequeinas perturbaciones para recuperar su estado
original. Sin embargo, el estrés oxidativo severo puede causar la muerte celular,
aun cuando exista una oxidacion moderada puede desencadenar la apoptosis,
mientras que si es muy intensa puede provocar la necrosis. Sin embargo, bajo los
graves niveles de estrés oxidativo que causa la necrosis, el dafo produce
agotamiento de ATP impidiendo la muerte celular por apoptosis controlada,

provocando que la célula simplemente se desmorone (/bidem).

Para contrarrestar los dafios que pudiese ocasionar un exceso de la ERO, las
células han desarrollado diversos sistemas antioxidantes a lo largo de su
evolucion. Los sistemas antioxidantes presentes en las células se dividen en:
enzimaticos y no enzimaticos, ambos son considerados como un mecanismo de
proteccion frente a los efectos adversos del estrés oxidativo. Estos sistemas
antioxidantes incluyen una red de enzimas que son capaces de metabolizar a las
ERO. El radical superéxido se convierte primero en peroxido de hidrégeno por la
enzima superdxido dismutasa (SOD) y éste ultimo es inmediatamente
metabolizado para producir agua por la accion de la catalasa (CAT) o diversas
peroxidasas como la glutation peroxidasa (GPx). La accién de éstas enzimas
antioxidantes debe estar acoplada para evitar condiciones de estrés oxidativo en

las células. Algunos de los antioxidantes no enzimaticos son: el glutation, la
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trasferrina y ceruloplasmina, la albumina, el acido urico, las vitaminas C y E, los

flavonoides, entre otros (Halliwell y Gutteridge, 2007).

FACTORES DE RIESGO
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Fig. 13.- Representa la cascada de dafio que puede ser producido por las especies reactivas de oxigeno.

Aunado a lo anterior, se destacan 3 patologias que fueron estudiadas: la

hipertension, la diabetes y el cancer.

La hipertensién es un importante contribuyente al desarrollo de insuficiencia renal,
enfermedad cardiovascular y accidente cerebrovascular. Estas patologias se
asocian con cambios vasculares funcionales y estructurales, incluyendo la

disfuncién endotelial, alteraciones de la contractilidad, y la remodelacion vascular.
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Un aspecto importante de estos fenomenos es el estrés oxidativo. Asi, los factores
que activan las enzimas pro-oxidantes, tales como la NADPH oxidasa, siguen
estando mal definidos, pero probablemente implican a la angiotensina Il, el

estiramiento mecanico y a las citoquinas inflamatorias (Briones & Touyz, 2010).

Las especies reactivas de oxigeno influyen en la funcion vascular, renal y
cardiaca, asi como en estructura de los o6rganos implicados mediante la
modulacién del crecimiento celular, la contraccion/dilatacion, y las respuestas
inflamatorias a través de las vias de senalizacion redox-dependientes. Al compilar
datos de experimentos moleculares y celulares, asi como estudios en animales, se
revisan las implicaciones del estrés oxidativo en la hipertension. Sin embargo, la

evidencia clinica es todavia controvertida (Briones & Touyz, 2010).

Otra de las patologias que surgen como un problema de salud publica y puede
originarse de un estrés oxidativo cronico, es la diabetes, reconocida como una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo (Lyons, 1991). La
hiperglucemia provoca trastornos metabdlicos y complicaciones diversas; asi la
diabetes produce alteraciones del perfil lipidico, especialmente una mayor
susceptibilidad a la peroxidacion de lipidos, que es responsable de la mayor
incidencia de la aterosclerosis, una complicacion grave de la diabetes mellitus
(Seghrouchni et al., 2002).

Un mayor estrés oxidativo ha sido observado en estos pacientes, que se relaciona
con el aumento en la produccion de radicales libres, la peroxidacion lipidica y el
estado antioxidante disminuido. Durante el estrés oxidativo, mecanismos
endbégenos -las enzimas y moléculas antioxidantes- estan desplegadas para
neutralizar las especies reactivas de oxigeno y reducir el efecto nocivo de los
oxidantes. En condiciones normales, estos mecanismos son suficientes para
contrarrestar la produccion de radicales libres, pero en la diabetes, los
antioxidantes estan alterados por un aumento del estrés oxidativo (Seghrouchni et
al., 2002).
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Otra de las alteraciones morfofisioldgicas que guardan estrecha relacién con el
estrés oxidativo es el cancer, aun cuando éste también se asocia con otros
factores como los genéticos y ambientales, asi como el tipo de agente
carcindgeno al que se haya expuesto, sea quimico, fisico o bioldgico. Es
importante definir que el cancer de manera global es un fendmeno de etapas y

funciones multiples (Konigsberg, 2008).

La sobrecarga de oxidativa —derivada de reacciones inflamatorias- en diferentes
patologias es la causa principal de la generaciéon de tumores malignos, como
ejemplo de ello se pueden mencionar la hemocromatosis, hepatitis viral B y C,
enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa en el colon, infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH) y la infeccidn por Helicobacter pylori en el estbmago, por

mencionar algunas (/bidem).

Es importante dejar en claro que si bien los radicales libres tienen una importante
participacion en el inicio, promocion y progresion de los tumores, estas moléculas
también pueden presentar efectos positivos en el tratamiento del cancer. Si bien
los radicales libres actuan activando oncogenes y desactivando genes de las
proteinas supresoras de tumores, o promoviendo al tumor, también se ha
demostrado que el estrés oxidativo puede sensibilizar a las células para entrar en
apoptosis o tener un efecto citotoxico en las células trasformadas, los cual es el

principio de la radioterapia (/bidem).

Lo efectos de los radicales libres en el cancer, estan en funcién de su
concentracion, asi como del tiempo que dure el estrés oxidativo. Es importante
sefialar que, aunque muchos protocolos clinicos en donde se han usado
antioxidantes para el tratamiento contra en cancer no han tenido los resultados
esperados, se ha confirmado que la estrategia para el control de estas patologias
debe ser un tratamiento multifactorial, atacando varias vias que han sido

modificadas en las células trasformadas, pudiendo ser los sistemas generadores
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de estrés oxidativo, eliminando el agente iniciador, inhibiendo los procesos
angiogeénicos y las vias que promueven la proliferacion celular, sin afectar las
células normales (Konigsberg, 2008). Esto pues, refrenda un gran reto aun para
las ciencias de la salud.
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