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Evaluacién del Potencial Antioxidante de Costus spicatus(Jacq.) Sw., en un Modelo Murino de Céncer.

I. RESUMEN

Costus spicatus (Costaceae) mejor conocida como cafa de jabali, es una herbacea de amplia
distribucién neotropical. Caracterizada por presentar propiedades diuréticas, antiinflamatorias,
antiespasmaodicas, hipoglucémicas, astringentes, antinociceptivas y dermatoldgicas, las cuales
han sido utilizadas en la Medicina Tradicional empleando el rizoma, tallo y hoja de dicha

especie para curar principalmente afecciones relacionadas con las vias urinarias.

Aunque se conoce muy poco acerca de la fitoquimica de esta planta, estudios han reportado la
presencia de flavonoides, glicésidos furastanol, diosgenina, taninos y polisacaridos bioactivos.
Con base a lo anterior, uno de los objetivos en el presente estudio fue analizar
fitoquimicamente los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de C. spicatus  mediante reacciones
coloridas especificas para cada metabolito secundario glicésidos cardiotonicos (Baljet,
Lieberman y Keller), alcaloides (Dragendorf y Mayer), taninos (gelatina-sal), flavonoides
(Shinoda), saponinas (ensayo de espuma), cumarinas (Hidroxamato férrico), antroquinonas
(Borntriger), esteroides y triterpenos libres (Lieberman) y lactonas sesquiterpénicas (Lieberman
e Hidroxamato férrico). El objetivo fue analizar la actividad antioxidante de forma 7z vivo
administrando 400 mg/kg de extracto durante un mes, evaluando dicha actividad en la
concentracion de nitritos y la actividad enzimatica de la Catalasa en plasma e higado de raton.
Los resultados obtenidos muestran que los extractos hidroalcohdlicos y acuosos disminuyen la
concentracion de nitritos en plasma e higado, siendo mayor el efecto en los extractos
hidroalcohdlicos de hoja y tallo, lo que ocurrié de igual forma sobre la actividad enzimatica. Se
demuestra que en condiciones experimentales los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de C.
spicatus ejercen un efecto antioxidante en ratones en los que se indujo cancer mediante la
aplicacion de NiO.

Karla Karina Rojas Floves




v
AVENMA DE
Mz

Evaluacién del Potencial Antioxidante de Costus spicatus(Jacq.) Sw., en un Modelo Murino de Céncer.

Il. INTRODUCCION

Durante el proceso evolutivo, con la aparicién de organismos fotosintéticos, el oxigeno se
acumul6é de manera significativa en la atmosfera terrestre, hecho que hizo posible el desarrollo
de la vida aerébica en nuestro planeta (Hansberg, 2002). Aunado a este acontecimiento los
organismos aerdbicos desarrollaron los mecanismos necesarios para utilizar dicha molécula, lo
que permitié a las células tener sistemas de produccion de energfa altamente eficientes a través
de la oxidacion de la glucosa (Martinez et al., 2003). Sin embargo, la utilizacién del oxigeno
por las células, trajo como consecuencia, el aumento en la produccién de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual requiri6 el desarrollo de mecanismos antioxidantes
(Garcfa et al., 2012). Cuando la produccion de radicales libres (Especies Reactivas de Oxigeno
y Especies Reactivas de Nitrogeno) supera la capacidad de los mecanismos de defensa, se
desarrolla una situacién bioquimica denominada estrés oxidativo (EO), la cual se caracteriza
por su capacidad de reaccionar con distintas biomoléculas generando dafios permanentes al
DNA, implicados en la carcinogénesis (Hart et al., 2012).

Existen evidencias que relacionan la participacion del estrés oxidativo en la carcinogénesis,
hecho que ha conducido a la hipétesis de que los antioxidantes pueden ser tutiles en su
tratamiento y prevencion (Coulter et al., 2003). Bajo este contexto se ha considerado a las
plantas como principales fuentes bioactivas en la lucha contra el cancer. Debido a ello el
presente trabajo se enfoca a analizar el potencial antioxidante de Costus spicatus en un modelo

murino de cincer.
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I1l. MARCO TEORICO
3.1 Radicales Libres

Los radicales libres (RL) son todas aquellas especies quimicas, que en su estructura atomica
presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién
espacial que genera gran inestabilidad, éstos poseen una estructura birradicalica y son
altamente reactivos, por lo general presentan una vida media corta lo que los hace actuar cerca
del sitio en que se forman (Gutiérrez, 2002).

3.1.1 Mecanismos de Produccion de los Radicales libres

La biogénesis de los RL es un proceso que acontece, y es inherente a la naturaleza aerobia de
los seres vivos, siendo el resultado natural de la 6xido-reducciéon de las moléculas organicas
(Saez, 2009). Esta forma de producciéon de RL se encuentra mediada por dos tipos de
reacciones: por fusiéon homolitica y por fusién heterolitica, que son independientes a los
factores responsables de la formacion de RL, que son de dos tipos: endégenos y exdgenos.

Factores Enddégenos

Particularmente a nivel celular, los mecanismos de formaciéon de los RL son tres; por
transferencia electrénica, por pérdida de un protén de una molécula o bien por ruptura
homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula (Maldonado et al., 2010). Por otro
lado cabe sefialar que los RL también pueden generarse como consecuencia de una reaccion
metabdlica dentro de la célula o formarse de manera espontanea si las condiciones del medio
lo permiten, tal es el caso de las especies reactivas de oxigeno que pueden formarse
espontaneamente por medio de dos reacciones llamadas Haber-Weiss y Fenton (Gutiérrez .,
2000). Siendo una de las principales fuentes de produccion de RL la cadena transportadora de
electrones mitocondrial seguida por los peroxisomas y el citosol (Drogue., 2002).

Factores Exégenos

A nivel extracelular la formacién de tipo aerébica de los RL se encuentra mediada por dos
tipos de factores; los fisicos, tales como radiaciones ionizantes y los quimicos como lo son: la
contaminaciéon ambiental, el humo de cigarrillo, algunos aditivos quimicos en alimentos

procesados, hidrocarburos aromaticos, ciertos xenobidticos como pesticidas, fungicidas y

herbicidas (Adachi et al., 2004).
3.1.2 Mecanismos de Reactividad

La capacidad que poseen los RL de reaccionar de forma diversa y rapida con diferentes
biomoléculas es debido a su configuracién paramagnética, que frecuentemente lleva cambios
estructurales y funcionales que tienen repercusion a nivel celular, tisular y organico (Saez,
2009).
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Por su alta reactividad quimica se les considera como especies fuertemente oxidativas que
tienen como blanco a moléculas que contienen en su estructura dobles enlaces carbono-
carbono o anillos de carbono, de esta manera, aminoacidos, carbohidratos, lipidos y acidos
nucleicos que componen a macromoléculas de la célula, son alterados y afectan la funcién y
estructura de la misma. No obstante, para que exista dafio a nivel celular, los RL. deben
efectuar tres etapas: Iniciacién, Propagaciéon y Culminacion. La iniciacién consiste en la
produccién de RL por factores enddgenos o exdgenos, posteriormente se inicia la propagacion
que es la interacciéon de los RL con otras biomoléculas y al mismo tiempo la produccién de
mas especies reactivas, iniciandose asi una reacciéon en cadena que va diseminando el dafio a

través de la célula (Gutiérrez, 2000).
3.1.3 Especies Reactivas

Las especies reactivas se forman como productos del metabolismo de los RL, y aunque no

todas son RL, son moléculas oxidantes que se transforman facilmente en éstos.

Existen cuatro clasificaciones, las especies reactivas que incluyen al oxigeno (ROS), las especies
reactivas de nitrégeno (RNS), las especies reactivas de hierro (RIS), asi como las especies
reactivas de cobre (RCS) (Martinez et al., 2003). Dentro de estas especies reactivas las mas
importantes a nivel celular son las ROS y las RNS, las cuales se encuentran definidas por su
capacidad prooxidante, que estd determina por factores como reactividad, especificidad,
selectividad y difusibilidad (Maldonado et al., 2010).

3.1.4 Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno ROS (Tabla 1) son compuestos que se derivan de la molécula
de oxigeno (O,) por una reducciéon quimica parcial. En este grupo se incluyen a los perdxidos
de hidrégeno (H,O, ), originados por la reducciéon del O,y las formas reactivas del oxigeno,
que abarcan a los superdxidos (O,) y al radical hidréxilo (HO") (Helaine et al ., 2006). No
obstante en un sentido mas amplio, existen otras especies como el radical tiol (RS"), el radical
peroxilo (ROQO’), el hidroperéxido lipido (LOOH), el radical peroxinitrilo (ONOO-). Dichas
especies reactivas pueden ser biogeneradas por distintos tipos celulares como lo son: los
fagocitos, macréfagos, neutrofilos y fibroblastos, en compartimientos como el citosol,
membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico, peroxisomas y en la membrana interna
mitocondrial (Venereo et al., 2002).
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Tabla 1. Especies reactivas de Oxigeno

Radicales No Radicales

O,” Superéoxido H.O. Peroxido de Hidrogeno
HO’ Radical Hidréxilo LOOH Hidroperdéxido lipido

HO. Radical Hidroperéxilo  Fe =O Complejos Hierro-Oxigeno
L’ Radical lipido HOCI Hipoclorito

ROO’ Radical peroxilo

ONOO Radical peroxinitrilo

RS Radical tiol

P Radical proteina

Aunque en todos los procesos metabdlicos inherentes al organismo se producen pequefias
cantidades de RL, la fuente endégena de especies reactivas mas importante es el sistema
mitocondrial de transporte de electrones (Fig. 1), donde las ROS se generan como producto
secundario de metabolismo energético oxidativo.

Fig. 1 Origen de las ROS a través de la incorporacion de electrones procedentes de los transportadores de
la cadena respiratoria, responsables de la formacion del anion O,, que por accién de la SOD se convierte
en H,0, y a su vez en "OH mediante la reaccién de Haber- Weiss o Fenton. Modificado de (Maldonado et
al., 2010).
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3.1.5 Especies Reactivas de Nitrogeno

Entre las especies reactivas de nitrégeno (RNS) encontramos al oxido nitrico como el
representante mas sobresaliente (Gutiérrez et al., 2004). E1 (NO") es un radical libre formado
enzimaticamente a partir del aminoacido L-arginina al ser oxidada una de las terminales de los
atomos de nitréogeno —guarnidino, proceso que se encuentra catalizado por la enzima Sintasa
de Oxido Nitrico (SON) que bajo ciertas condiciones el NO'puede originar otros radicales
como: el catién nitrosonium (NO™), anién nitroxilo (NO), diéxido de nitrégeno (NO,) y
peroxinitrito (ONOO)(Tabla 2) (Pérez et al., 2008).

Tabla 2. Especies Reactivas de Nitrégeno

Radical libre | Pro- radical

Oxido nitrico (NO) Acido nitroso (HNOy)

Dioxido de nitrégeno (NO:s) Cation nitrosilo (NO)
Anion nitrosilo (NO)
Tetréxido de dinitrégeno (N.O))
Triéxido de dinitrégeno (N.O»)
Peroxinitrito (ONOOQO)
Acido peroxinitroso (ONOOH)
Cation nitrilo (NOY)
Alquil-peroxinitritos (R-OONO)

Los efectos fisiologicos del (NO') se presentan cuando éste es producido en pequefias
cantidades por las 6xido nitrico sintasas constitutivas en concentraciones < 10pM; en contraste
los efectos patologicos se generan cuando el NO' se produce en cantidades mayores,
generalmente por el 6xido nitrico inducible (Duchen et al., 2004). La produccién excesiva de
NO' induce a la formacién de RNS y una disfuncién mitocondrial. Esta ultima asociada a

diversas patologfas, tales como la diabetes mellitus, la isquemia-reperfusién y diversos procesos
inflamatorios (Fig. 2) (Grenfell et al., 20006).
~ Efectos fisiopatologicas

ROS/RNS

[

Efectos indirectos

Fig.2 Efectos bioldgicos del 6xido nitrico. Los efectos bioldgicos se presentan a bajas concentraciones de
NO° producidas por las éxido nitrico sintasa constitutivas (cNOS); mientras que los efectos indirectos se
manifiestan a concentraciones elevadas del (NO*) debidas a las actividad de la dxido sintasa inducible
(iNOS). En estas condiciones las ROS reaccionan con (NO*) para formar las RNS. Modificado de (Grenfell et
al., 2006).
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3.1.6 Oxido Nitrico

El Oxido nitrico (NO) es un gas incoloro, oxidante, escasamente soluble en agua (< 2 mmol)
que bajo condiciones estandar presenta una vida media de 3.8 a 6.2 s (Taylor et al., 2003), es
inestable termodindmicamente a temperatura ambiente y se obtiene de la oxidaciéon del
amoniaco (NH,). En estado gaseoso no tiene tendencia a formar dimeros, en estado liquido es
de color azul y forma dimeros, al reaccionar con el oxigeno forma biéxido de nitrégeno (NO,)
(Sanchez, 2003).

3.1.7 Biosintesis del Oxido Nitrico

La sintesis de NO ademas del sustrato L-arginina requiere la presencia de calmodulina (CaM) y
de 4 cofactores: flavinmononucledtido (FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD),
tetrahidrobloptenina (TBH) y de nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH) cuya
reaccion es catalizada por la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS) (Benavides et al., 2008).
Cuando la CaM no se encuentra unida a la enzima, los electrones donados por el NADPH no
fluyen desde el dominio reductasa hacia el dominio oxigenasa y son aceptadas pot el citocromo
C y otros aceptores de electrones, por el contrario en presencia de CaM los electrones donados
por el NADPH son transportados por FMN hacia el grupo hemo. La L-arginina se convierte
en N- hidroxialanina y posteriormente en NO y L-citrulina. Bajo estas condiciones, la NOS
produce una mezcla de aniones superoxido (O7) y 6xido nitrico que reacciona con
peroxinitritos (ONCO’) que como resultado final da lugar a la citotoxicidad. (Ferrer et al,
1998). Una vez formado el NO se puede difundir hacia las células subyacentes, donde activa a
la enzima guanidiciclasa (Gc) que provoca el incremento de la concentracion intracelular de
GMPc, mediador de los efectos fisiologicos (Ferrer et al., 1998).

Se han identificado 3 isoformas de NOS producido en las células (Tabla 3); dos isoformas
constitutivas calcio-dependientes: tipo I o neural y tipo III endotelial, asi como una forma
calcio-independiente o tipo II (Mena et al., 1999). Las cuales se encuentran ligadas a diversos
procesos fisiolégicos como lo son la transmisiéon neuronal, la relajacion vascular, inhibiciéon en
la proliferacion de las células de musculo liso vascular, la agregacion y adherencia de leucocitos
y plaquetas (Trujillo et al., 2008).

Tabla 3. Isoformas del Oxido Nitrico sintetasa (NOS). Modificado de (Ferrer Viant et al., 1998).

Isoformas Peso molecular Regulaciéon Localizacion

NOS tipo 1 155 Kda Ca’/calmodulina Neuronas del
SNC, neuroglas,
islotes del
pancreas.

NOS tipo II 125 Kda Expresion Macroéfagos,
mducida por hepatocitos,
citosinas y  células musculares
endotoxinas. lisas, neutrofilos y

otros.

NOS tipo III 135 Kda Ca’'/ calmodulina Endotelio vascular,

rinon, plaquetas.
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Numerosos autores han estudiado la participaciéon del NO en multiples procesos biolégicos en
el organismo, ya sean fisiologicos o patolégicos, asi como su interaccion con diversas

biomoléculas y marcadores celulares que ejercen diferentes efectos, como se muestra en la

Tabla 4 (Marek ,1995).

Tabla 4. Efectos del NO con diferentes biomoléculas y marcadores celulares. Modificado de (Ferrer Viant
etal., 1998).

Oxido Nitrico

DNA GC-S Cambio de la bioactividad de
Citostatico/citolisis Regulacién de mecanismos de NO.
transduccion.  Activador de Dano oxidativo
NO.
Enzimas Hb
Modulacion de sus funciones  Disminuyendo la bioactividad
de NO.

GS-C (Guanidil ciclasa soluble), Hb (Hemoglobina)
3.1.8 Papel de los Radicales Libres en las Etapas de Carcinogénesis

La proliferacion celular es un proceso controlado que permite la multiplicacion de las células
aumentando la cantidad de organelos y moléculas, en ocasiones este proceso de crecimiento se
descontrola, y si no es corregido, las células nuevas siguen dividiéndose aunque el organismo
no las necesite. De tal manera que las células antiguas no mueren cuando deberian y forman
una masa llamada tumor. Esta masa de células puede escapar de la regulacion del cuerpo
produciendo un conjunto de enfermedades conocidas como cancer (DeBerardinis et al., 2008).

Aunque existen diferentes vias de contraer cancer, hay evidencias que relacionan el estrés
oxidativo con el proceso tumoral (Kuchino et al., 1987), ya que la molécula del ADN es uno de
los principales blancos de ataque por RL, las modificaciones que sufre dicha molécula como
consecuencia de estos ataques son relevantes para la pérdida de la homeostasis celular, que se
ve reflejada a través de la oxidacion del material genético (Zorrilla et al., 2004).

Actualmente se han reportado al menos 100 diferentes tipos de lesiones oxidativas al ADN
(Garcia et al., 2012), lesiones que se pueden originar por: ruptura del esqueleto azicar fosfato
de una o de las dos hebras, lo que produce la pérdida de la base nitrogenada que genera sitios
apurinicos o apirimidinicos (sitios AP) que promueve la ruptura de una cadena o de las dos
cadenas del ADN, que a su vez provoca inestabilidad genética (Miwa et al.,, 2008), por
modificaciéon de bases nitrogenadas (saturacion y fragmentacion del anillo de timina) como la
8-hidroxi, 2’-desoxiguanosina, el timidin glicol y la 8-hidroxi-citosina (Brambilla et al., 2008) o
bien por la formacién de uniones cruzadas (cross links) donde el estrés oxidativo provoca
mutaciones e inestabilidad genética (Tabla 5) (Bruce et al., 2002).
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Tabla 5. Efectos de las ROS/RNS en el proceso de carcinogénesis.

Efectos sobre los dcidos nucleicos Accion de radicales libres Bibliografia
L Modificacion de bases. OH’ que da lugar a mas de 20  (Jaruga et al., 1996)
modificaciones entre ellas la 8-
OH-dG, S-hidroximetil-2-
desoxiuridina.

I1. Generacion de sittos AP.  Ruptura del enlace glucosidico (Garcia et al., 2001)
por parte del OH" y H:O.

1. Ruptura de una cadena Escision de enlaces  (Shi et al., 1996)
de ADN. fosfodiéster por ataque de RL
a la porcion desoxirribosa del
ADN.
IV. Mutaciones. Incremento en la velocidad de  (Goncharova et al., 1996)
mutagénesis enddgena,

causada por ROS.

V. Activaciéon de oncogenes  Producido  por O, H.O. (Lo etal., 1996)

e mactivacion de genes oxigeno hiperbarico y el
supresores. Ozono.
VI Dano endotelial que Ataque de ROS/RNS a células  (Lafrenie et al., 1992)
favorece la metastasis. endotehales causa la liberacion
de proteasas que degradan a la
membrana basal que
posteriormente generan

compuestos  quimicos  que
atraen a las células tumorales.

Asi mismo, el cancer es considerado como un proceso microevolutivo que comprende tres
estadios: iniciacién, promocién y progresion (Fig. 3), en las que se ha comprobado la
patticipacién de las ROS/RNS en el desarrollo tumoral (Guyton et al., 1993). Resaltando que
la angiogénesis constituye uno de los procesos de gran importancia en el desarrollo y la
difusién de células tumorales. Estudios han comprobado que bajo breves condiciones de
hipoxia-reoxigenacion en células endoteliales microvasculares humanas, causan la formacién de
ROS y la activaciéon del factor de transcripcién nuclear (NF-kappa b), acelerando
significativamente el grado de neovascularizacion que define este proceso (Valko et al., 2007).
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Fig. 3 Participacion de ROS/RNS en los diferentes estadios de carcinogénesis.

Este estadio requiere de una modificacién permanente del ADN, que comienza por la
formacién del radical OH® generado por la interaccion del H,O, con Fe?™ o Cu?* cercanos
o unidos al ADN o liberados en el interior de la célula, posteriormente el incremento de
Ca?" intracelular activa las endonucleasas que fragmentan finalmente el material genético.

Promocion Tumoral

Las ROS inducen un incremento en la concentracion de Ca?™ citosolico, movilizando las
reservas intracelulares e incrementando su flujo desde el medio extracelular, lo que tiene
como efecto la inducadn de proto-oncogenes como ¢fos ademds de modificar la
fosforilacion de factores transcripcionales por proteina quinasa C dependiente de Ca?™
(PKC) o de NF-kappa B que tiene bajo su control una gran variedad de genes.

Progresion Tumoral

El estadio final del cancer es caracterizado por una proliferacion excesiva de células asi
como la evasion del sistema inmune v la invasion a otros tejidos. En esta etapa las ROS
causan lesiones adicionales en el material genético, incrementando su inestabilidad
genodmica acompanandose de una disminucion de enzimas antioxidantes. Por otro lado se
tienen evidencias que las ROS generadas por leucocitos activados pueden generar un
proceso inflamatorio crénico que incrementa la progresién tumoral que va ligado a la
especie reactiva involucrada v a la posicién del ciclo celular en el transcurre el ataque

oxidativo.

Modificado de Zorrilla, 2004.

3.1.9 Accion de los RL en Diferentes Tipos de Cancer

Estudios han reportado la participacién de los RL en diferentes tipos de cancer como el cancer
gastrico en el que inducen la expresion de uPAR (activador del receptor uroquinasa de
plasmindgeno) a través de la via Erk-1/2 y AP1 estimulando su capacidad invasiva,
aumentando la 8-oxo-dG (Kim et al., 2005). En el caso de la leucemia linfoide los RL actdan
aumentando la peroxidacion de MDA y 8-oxo-dG (Sanchez et al., 2000), otros tipos de cancer
en el que los RL involucran el aumento de 8-oxo-dG son los de pulmén (Feig et al., 1994) y
ovario (Oliva et al., 1997), aunado a esto, en el cancer de mama se da una acumulacién de
mutaciones en BRCA 1/2 (Mann et al., 2006), y en el cancer de préstata los RL mutan p53 y
ocurre una sobreexpresion de Bcel-2 (Lin et al., 2005).
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3.1.9.1 Oxido Nitrico y Cancer de Mama

Se tiene conocimiento de que la participaciéon de la molécula de NO en la biologia neoplasica
es extremadamente compleja, ya que su efecto depende de varios factores como lo son: el
microambiente tumoral, la concentracion de la molécula, la temporalidad, el origen y las células
diana (Buga et al., 2000).

Estudios han relacionado la presencia de la enzima NOS en tumores ginecolégicos y de mama
donde la biodisponibilidad de NO en altas concentraciones petjudica el flujo sanguineo en el
tejido tumoral, pues en el proceso carcinogénico los vasos que se forman son altamente
irregulares, con uniones arteriovenosas u oclusiones (Gutiérrez, 2010), de esta forma se ha
encontrado experimentalmente que la resistencia a agentes como la doxorrubicina y el 5-
fluoruroacilo en células de carcinoma mamario puede ser significativamente atenuada o
alterada al administrar miméticos de NO (Trédan et al., 2007). Algunos estudios donde los
pacientes con cancer de mama se les ha administrado L-arginina muestran el incremento en la
tasa de sintesis proteica, resultando el NO a bajas concentraciones en un mejoramiento a la
respuesta tanto a nivel clinico como histopatolégico (Roberts et al., 2007).

3.2 Mecanismos Antioxidantes

Las reacciones de 6xido- reduccién son esenciales en los procesos metabdlicos, debido a ello el
cuerpo humano mantiene un balance constante que preserva el equilibrio entre las sustancias
generadas (Montero et al., 1996). Cuando ocurre un desbalance, el organismo posee una serie
de mecanismos conocidos como defensa antioxidante (Drogue et al., 2002). Este sistema de
defensa esta constituido por un grupo de sustancias conocidas como “antioxidantes” que
estan especializados a la corta vida media, que presenta un RIL y comprende moléculas
pequenas, endégenas y exdgenas.

Hallwell y Gutteridge en 1999 definen a un antioxidante como cualquier sustancia que en bajas
concentraciones con respecto al sustrato oxidable, retarda o previene significativamente la
oxidacién de ese sustrato. Como sustrato oxidable se puede considerar a casi todas las
moléculas organicas e inorganicas que se encuentran en las células como proteinas, lipidos,
carbohidratos y moléculas de ADN. Los antioxidantes tienen como principal misién impedir la
unién del O, con otras moléculas para evitar alteraciones en las moléculas esenciales,
ejerciendo su accion tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos. Su mecanismo de accién
se basa principalmente en dos grupos; el primer grupo encargado de inhibir los mecanismos de
activacion sobre la cadena de radical y un segundo grupo que neutraliza la accién de los RL ya
formados.

3.2.1 Clasificacion del Sistema Antioxidante

Existen numerosas clasificaciones de los antioxidantes, de las cuales las mas utilizadas
establecen diferencias de acuerdo a la estructura quimica y funcion biolégica, dividiéndolos en
enzimaticos y no enzimaticos (Tabla 0).
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Tabla 6. Sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico.

Enzimaticos: protegen al organismo contra la formacién de nuevos RL y a la vez reparan

biomoléculas danadas por estos.

I. Grupo Modo de accion Referencias
Superdxido dismutasa (SOD) O, —> H.O. (Céspedes et al., 1996)
Catalasa (CAT) H.O. —> H.O (Céspedes et al., 1996)
Glutation peroxidasa (GPx) H.O. —> H.O (Jones et al., 2000)
Proteinas de union a metales Frenan disponibilidad de Fe, (Rettter et al., 1995)
(GR) necesario para la formacién del
radical OH"
No Enzimaticos: cuya funcion principal es la captura de los RL deteniendo el proceso oxidativo.
Clasificacion: Modo de accion
Vitamina E Neutraliza peréxidos y captura (Mayor, 2010)
radicales OH"
Carotenoides Neutraliza al oxigeno y captura (Benitez, 2006)
radicales OH"
Coenzima Q Barrera fisiol6gica que enfrenta el O.  (Venereo, 2002)
a su paso desde aire a células.
Vitamina C Neutraliza al oxigeno (Halliwell, 1990)
Billirubina Inhibe peroxidacién (Otero et al., 2009)
Acido trico Quelante (Hernan et al., 2011)
Albtmina Quelante (Cordova et al., 2009)
Acido tioetico Transportadores de metales (Diplok et al., 1991)

(Transferrina y ceruloplasmina).

Tabla 7.Fuentes antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos

I. Grupo Fuente de generacion Referencias
Superoxido dismutasa (SOD)  Mitocondria (Mn-SOD), Citosol (Cu-  (Céspedes et al., 1996)
7n.SOD).
Catalasa (CAT) En eritrocitos (Céspedes et al., 1996)
Glutation peroxidasa (GPx) Citosol y membranas celulares (Jones et al., 2000)
Proteinas de union a metales Ribosomas (Reitter et al., 1995)
(GR)
No Enzimaticos
Vitamina E Semillas, frutas y verduras. (Mayor, 2010)
Carotenoides Verduras y frutas amarillas y naranjas. (Benitez, 2006)
Coenzima Q Mitocondria (Venereo, 2002)
Vitamina C Semillas, frutas y verduras. (Halliwell, 1990)
Bilirrubina Metabolismo de grupos hemo (Benitez, 2006)
Acido trico Metabolismo de las purinas (Hernan et al., 2011)
Albuiimina Plasma (Cérdova et al., 2009)
Acido tioctico Citosol, membranas celulares y plasma  (Diplok et al., 1991)
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3.2.2 Catalasa

La catalasa es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los organismos aerobios, que
cataliza la dismutaciéon del peréxido de hidrégeno (H,O,) en agua (H,O) y oxigeno (O,)
(Putman et al., 2000). Dicha enzima se encuentra contenida en los peroxisomas de eritrocitos,
médula 6sea, mucosas y en alta concentracion en higado y rifién (Melik et al., 2001).

HZOZ catalasa HZO + yzoz

La funcién principal de la catalasa es degradar al peréxido de hidrégeno evitando asi la
formacién de los radicales altamente reactivos como lo son el radical hidréxilo y oxigeno
(Bravo et al, 1997). Hoy en dia se reconocen tres grupos de catalasas: las catalasas
monofuncionales, las Mn-catalasas y las catalasas peroxidasas que se encuentran en la mayoria
de los organismos aerébicos y que tienen un papel importante preventivo y de proteccion en
procesos como la inflamacién, las mutaciones, el envejecimiento y clertos tipos de cancer

(Mora et al., 2009).
3.2.3 Terapia Antioxidante

Actualmente se tienen evidencias de participacion del estrés oxidativo en la carcinogénesis y su
desactivacion por los antioxidantes, esto ha impulsado a estudios bajo la premisa de que la
administraciéon de formulaciones que contengan antioxidantes tome un papel preventivo y de
ataque contra diversos tipos de cancer, a esto se la denomina como terapia antioxidante (Galati
et al., 2004).

Segun lo descrito anteriormente, el estrés oxidativo es una alteraciéon en el balance de 6xido-
reduccion a favor de la sobreproduccion de ROS , lo cual relacionado con la terapia
antioxidante, no solo basta diagnosticar la existencia de éste, puesto que no se sabe que ROS
esta implicada en dicho proceso, qué antioxidante no estd cumpliendo sus funciones o qué
antioxidantes serfan los idoneos para contrarrestarlo, bajo esta nocion lo ideal serfa disefiar un
ensayo clinico para cada paciente cuyo objetivo tratan de cumplir las investigaciones bajo esta
terapia (Hasnian et al., 2004).

Se tienen evidencias que esta terapia antioxidante puede ser combinada con los tratamientos
terapéuticos convencionales para el tratamiento del cancer como lo son la radioterapia y la
quimioterapia (Tabla 8) (Hart et al., 2012). Estudios corroboran que el uso de antioxidantes de
forma rutinaria para atenuar la toxicidad de los agentes quimioterapéuticos y radioterapia es
posible, con la misma eficacia de dicha terapia, no obstante se reconoce que se deben disefiar
ensayos clinicos controlados y aleatorizados para determinar la dosis 6ptima y el tiempo de
administracion de los antioxidantes durante estos tratamientos.

Entre los antioxidantes evaluados se encuentran las vitaminas A, C y E, la coenzima Q10, los
flavonoides, los carotenos y los carotenoides (Coulter et al., 2003).
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Tabla 8. Ensayos clinicos de diferentes tipos de cancer en combinacidn con agentes antioxidantes.

Localizacion Agente Resultados Referencias
antioxidante
Mama Vitaminas C y E, p- Mejora del sistema  (Marin et al., 2006)
caroteno, CoQ, Se a la  respuesta
tumoral.
Pulmon Alfatocoferol, No se observaron
pentoxifilina y diferencias
polivitaminas significativas.
Esoéfago Vitamina C, CoQ Protectora contra (Kubo et al., 2007)
adenocarcinoma
Cabeza y cuello Betacaroteno y  Toxicidad
alfatocoferol reducida, no hay
mejoras en calidad
de vida.
Prostata Vitamina E y Se No mejor6 la (Gaziano etal., 2009)

respuesta tumoral

La importancia de la terapia antioxidante se ve reflejada no solo en cancer, sino en el
tratamiento de enfermedades tales como: la preclampsia en el embarazo (Rahman et al., 2002),
la infertilidad (Agarwal et al, 2002), la artritis (McAlindon et al, 2005), la prostatitis
(Pasqualotto et al., 2000), la diabetes (Vertugno et al., 2001) y la queratitis (Nufiez et al., 2005)
por citar ejemplos recientes. Por otro lado se enfatiza a la realizaciéon de ensayos clinicos de
antioxidantes que surgen de la medicina tradicional o de la practica etnomédica (Nufez et al.,
2011), se ha observado que los metabolitos secundarios naturales presentes en las plantas o
frutos tienen un efecto benéfico mayor que los antioxidantes sintetizados (Tabla 9), ya que
existe una compleja mezcla de antioxidantes y de macro y micro nutrientes, los cuales pueden
funcionar con diferentes cinéticas y dinamicas (Stanner et al., 2004).

Tabla 9. Plantas con mecanismos anticarcinogénicos

Especie Agente Respuesta Referencias
antioxidante
Camellia sinensis Epilocatequina Accion mhibitoria de la  (Oliveira et al., 2009)
(t¢ verde ) galato mvasion tumoral, la
(polifenol) metastasis y la
anglogénesis.
Curcuma longa L. Curcumina Inhibicion de enzimas (Vaz-da- Silva et al.,
(circuma) inflamatorias  como  la  2008)
ciclooxigenasa,
responsable de sintesis de
eilcosanoldes también
incrementa la expresion de
enzimas antioxidantes

como la glutation reductasa
y catalasa en higado.
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Vitis vinifera L. Polifenol Inhibicion de enzimas (Olerra et al., 2009)
(uvas rojas) mflamatorias y factores de

transcripcion
Arachys hypogaea Inhibicién de la activacion  (Vaz-da- Silva et al.,
(cacahuate) Indol-3-carbinol  metabdlica de 2008)

carcinogenos.
(bayas)

Indol-3-carbinol  Inhibicion de la activaciéon  (Vaz-da- Silva et al.,,

Brassica oleracea metabolica de 2008)
Col carcinogenos.

Inhibicion de acciones (Son et al., 2008)
Glycine max estrogénicas implicadas en
(soya) el cancer.

Otro importante blanco a tratar para la terapia antioxidante es la regulacién del ciclo celular, ya
que al parecer los agentes dietéticos son reguladores importantes en la proliferacion del ciclo
celular y moduladores especificos de proteinas asociadas a dicho ciclo, bajo este contexto los
agentes dietéticos con poder antioxidante pueden controlar la regulacion de la progresion del
ciclo celular en células cancerosas y tener la capacidad de inhibir la progresion del cancer en

muchos 6rganos (Meeran et al., 2008).
3.3 Familia Costaceae

La familia Costaceae fue clasificada anteriormente como una subfamilia o tribu de la familia
Zingiberaceae, datos morfologicos y moleculares confirman su relacién y a la vez la separacion
con dicha familia (Zamora, 20006). Existen cuatro géneros y alrededor de 150 especies
pantropicales en la familia, Costus es el género mas diverso de la familia con poco mas de 100
especies (Vovides, 1993). El género monoespecifico Dimerocostus y Monocostus esta restringido
a los neotrépicos; 2 géneros y 25 especies (Kress, 1990). La mayoria de las especies de esta
familia prefieren los ambientes expuestos de climas calidos y humedos, como son los bordes
de bosque, de carreteras y de cuerpos de agua (Spetch et al., 2000).

La distribuciéon dela familia Costaceae en América Latina se encuentra desde México hasta
Bolivia (Zamora, 2000).

3.3.1 Género Costus

El género Costus comprende a plantas herbaceas, erectas, ocasionalmente ramificadas. Hojas
cuneadas, obovadas, elipticas, o redondeadas, el apice acuminado, la base ocasionalmente
cordada; ligula truncada a bilobada, su inflorescencia es un estrobilo terminal sobre el tallo
vegetativo o escaposa; bracteas verdes, anaranjadas, anaranjado-rojas a rojas, anchamente
ovado-triangulares, coriaceas, a veces provistas con apéndices foliares; bractéolas dobladas en
forma de canoa; caliz corto, nunca sobrepasando las bricteas; corola amarilla, anaranjada,

anaranjado-roja o roja; labelo pequefio o grande, amarillo, anaranjado, anaranjado-rojo o rojo;
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l6bulos laterales algunas veces con manchas o venacion roja o purpura; estambre angostamente
eliptico con anteras unidas en el medio, partes basales y labelo unidas en un tubo corto;
estigma bilamelado con apéndice dorsal bilobado; ovario trilocular (MAAS, 1972).

Las especies del género Costus se distribuyen en los estados de Veracruz, Puebla y Yucatan en
los Bosques de Pino-Encino, Bosque Tropical Caducifolio y Bosque Mesofilo de Montafia
(Zamora, 2000), las especies de este género se utilizan como plantas ornamentales, por sus
flores y sus bracteas coloridas, la savia agria de los tallos se usa para curar infecciones del
higado (Salinas et al., 2007).

3.3.2 Clasificacion Cladista de C. spicatus
Clase: Equisetopsida C. Agardh.
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Lilianae Takht.

Orden: Zingiberales Griseb.

Familia: Costaceae Nakai

Género: Costus L

Especie: spicatus L.

3.3.3 Sinonimos

Alpinia spicata Jacq, Amomum petiolatum Lam ,Costus conicus Stokes, Costus cylindricus Jacq, Costus
micranthus Gagnep, Costus quartus Roem & Schult.

BDMTM. UNAM. Recuperado el 27 de agosto de 2013 de:
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?l=3&t=&id=7037

3.3.4 Nombres Comunes

Costus spicatus es denominada comunmente como cafia de jabali, bordén de viejo, cafia de
venado, cafiita agtia, cafita de monte, vara de San José, ix chan kat paxni

(tepehua), ixkayonto (otomi), ixtanchakgt paxni (totonaco), Chinanteco (mho-hui-cui), Nahuatl
(Coyame-Catl). BDMTM. UNAM. Recuperado el 27 de agosto de 2013
de:http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?|=3&t=&id=7037

3.3.5 Descripcion Morfologica

Es una herbacea rizomatosa que mide de 1 a 2 m de altura, presenta tallos huecos con anillos
articulados y cilindricos. Hojas simples, alternas con disposicion en espiral respecto al tallo, su

inflorescencia consiste en una bractea roja o amarilla de 13- 15 cm de largo (Fig. 4).
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Fig. 4 A; Costus spicatus (Jacq.) Sw. B; Disposicion en espiral de las hojas C; Inflorescencia. Rojas (2013).

3.3.6 Habitat

Es originaria de Brasil. Habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado entre los 800
y los 2600 msnm. Asociada a vegetacion perturbada de bosque tropical perennifolio,
subperennifolio, bosque mesé6filo de montafia y matorral xeréfilo, observada en orillas de
caminos y riachuelos, areas baldfas y actualmente cultivada en casas de la comunidad a la que
pettenece. Tropicos. org. Recuperado el 7 de septiembre de 2013 de
www.tropicos.org/Name/34500638?langid=66

3.3.7 Ecologia

C. spicatus puede desarrollar una asociacion simbidtica con ciertas especies de hormigas, las
hormigas utilizan esta planta como fuente de alimento en época de floracién y de proteccion al
construir sus nidos, a su vez estas especies de hormigas protegen a las semillas en desarrollo de
insectos herbivoros. INECC.org. Recuperado 7 de septiembre de 2013 de
http://www?2.inecc.gob.mx/publicaciones/download/274.pdf

3.3.8 Distribucion en México

C. spicatus se localiza en los estados de Puebla, Veracruz y Yucatan (Fig. 5), en las regiones del
Coyol, Chintipan, Xalame, Huehuetlan, Coxcatlan, Tancanhuitz, Aquismoén, Tanlajas y Axtla.
BDMTM. UNAM. Recuperado el 27 de agosto de 2013 de:
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?|=3&t=&id=7037
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Fig. 5 Distribucion de C. spicatus en la Reptblica Mexicana

O Presenda de Costus spicatus(Jacq.)Sw.

3.4 Estudios de C. spicatus

Los estudios realizados sobre la cafia de jabali son predominantemente quimicos,
farmacolégicos, toxicolégicos y botanicos.

3.4.1 Estudios Quimicos

Entre los estudios quimicos realizados a la especie encontramos con mayor relevancia el
aislamiento y la identificacién de moléculas con actividades terapéuticas, como se puede
observar en la Tabla 10.

Tabla 10. Estudios quimicos de C.spicatus

Referencias

Aislamiento e identificacién de un nuevo glucosido furastanol Bernadete et al., 1999
Fuente de diosgenina, precursor de hormonas esteroideas Mabhato et al., 1982
Aislamiento e identificacién de 2 glucésidos flavonoles. Da Silva et al., 2000
Polisacaridos bioactivos Da Silva et al., 2003.

Glucésidos de flavonol efecto anti-inflamatoria a través de la  Fang et al., 2005
mhibicién de algunas funciones de los macréfagos .

Extracto de la planta tiene propiedades antinociceptivas Quintans et al., 2010.
Sintesis de tamarixetina y isorhamnetin 3-O-neohesperidésido Peng et al., 2005
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3.4.2 Estudios Farmacoladgicos

Existen pocos reportes farmacolégicos acerca de C. spicatus (Tabla 11) pese a ser una planta de
uso medicinal. No obstante, los pocos reportes sobre la farmacologia de la cafia de jabali
aunado a los estudios quimicos realizados, muestran una importante gama de conocimientos.
Tal es el caso del aislamiento e identificaciéon de los flavonoides encontrados en extractos
metanolicos de hoja (Tabla 12) (Fig. 6) que se han utilizado para la evaluacion de la actividad
antioxidante de C. spicatus de manera in vitro (Azevedo et al., 2014).

Tabla 11.Estudios farmacoloégicos de C. spicatus

Referencias
Aspecto estructural y Fitoquimico de las partes ~ Paes et al.,, 2013
vegetativas de C. spicatus
Tamizaje fitoquimico y actividad antioxidante Azevedo et al., 2014
de C. spicatus

Tabla 12. Flavonoides identificados en extractos metandlicos de hoja de C. spicatus

Referencias
1. tamarixetin 3-O-B-D-glucopyranoside (Ishak et al., 1972)
2. kaempferide 3-O-B-D- glucopyranoside (Tiwart et al., 1979)
3. quercetin 3-O-B-D-glucopyranoside (Kim et al., 1991)
4. tamarixetin 3-O-neohesperidoside (Bernadete et al., 2000)
5. kaempferide 3- O-neohesperidoside (Bernadete et al., 2000)
6. quercetin 3-O- neohesperidoside (Bernadete et al., 2000)

Fig. 6 Estructura quimica de los flavonoides presentes en los extractos metandlicos de hoja de C. spicatus
(Jaqgc.) Sw.
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3. 5 Etnobotanica

Hoy en dfa se tiene conocimiento de que no existe una definicion generalizada de
etnobotanica, ya que se han adoptado distintas posturas segin épocas y autores. En su
concepciéon mas amplia esta disciplina estudia el lugar que ocupan las plantas en la cultura y la
interaccion directa con las personas (Ford, 1978). Pese a ello para poder comprender la
complejidad de los fenémenos estudiados, es necesaria una perspectiva interdisciplinaria que
nos ofrezca un panorama amplio, debido a ello, la etnobotanica se apoya en una serie de
disciplinas como la antropologia, la etnografia, la botanica, la farmacologfa, la fitoterapia la
nutricion, la agronomia, la ecologfa y la toxicologia entre otras (Pardo et al., 2003).

Este conocimiento tradicional que hoy en dia es reconocido y presentado, es el resultado de
innumerables observaciones y experimentos empiricos de miles de generaciones (Eguiarte et
al., 2001). Aunque las plantas han logrado inmiscuirse en todos los aspectos culturales, el
trabajo etnobotanico se centra en aquellos grupos humanos cuya relacion con la naturaleza es

mas directa, como lo son los pueblos indigenas y culturas rurales.

Para llevar a cabo estudios de esta indole se establecen fases que van desde la documentacién
del conocimiento tradicional, determinaciones cuantitativas, evaluaciones fitoquimicas,
farmacolégicas y toxicologicas, hasta el desarrollo de mecanismos para compensaciéon a la
comunidad (Bermudez et al., 2005), con el fin de conservar la diversidad biolégica y cultural

(Ladio, 2000).
3.5.1 Etnofarmacologia

La etnofarmacologia es un area de la etnobotanica que es definida como la exploracién
cientifica interdisciplinaria (Fig. 7) de los agentes biolégicamente activos y tradicionalmente
empleados o conocidos por el hombre (Rivera, 2000).

Se sabe que desde hace muchos afios las plantas han sido utilizadas colectivamente como
remedios caseros y que de esa forma se administran dosis que hacen posible tratar cierta
afeccion, obteniendo resultados favorables. A las plantas que rednen esta caracteristica se les
conoce como “plantas medicinales”, las cuales contienen uno o mas principios activos, que
administrados en la dosis adecuada, producen un efecto curativo frente a las afecciones del

hombre y de los animales (OMS, 2002).
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3.5.2 Estudios etnobotanicos

Los estudios etnobotdnicos realizados a C. spicatus muestran las estructuras de la planta
que tienen mayor uso en la medicina tradicional (Tabla 13), asi como sus propiedades
terapéuticas y su forma de uso.

Tabla 13. Estudios etnobotanicos de C. spicatus.

Categoria de Uso Parte Utilizada Propiedad Forma de Uso Referencias
Terapéutica Bibliograficas
Medicinal Rizoma Diurético Infusion Manfred, 1947
Medicinal Rizoma Diarrea Agua de tiempo Cruz, 1965
Medicinal Rizoma Hipoglucémico Infusion Gasparri, 2005
Disenteria Cruz, 1965
Medicinal Resfriado Infusion Cruz, 1965
Medicinal Tallo y hojas Paio
Medicinal Tallo Mal de orin Tallo remojado en BDMTM,

agua hasta que se UNAM.
desprenda la capa
delgada de éste.

Medicinal Hojas Curar ronchas BDMTM,
y granos y para UNAM.
desinfectar la sangre

Medicinal Hojas Purgante Coccion  de las BDMTM,

hojas UNAM.

Medicinal Hojas Infecciones de la BDMTM,
vista UNAM.

BDMTM. UNAM. Recuperado el 2 de Noviembre de 2013 de:

www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?l=3&t=&id=7037
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3.6 Metabolitos Secundarios

Las plantas, al igual que los animales, los hongos, las algas y las bacterias realizan funciones
fisiologicas en las que estan implicadas rutas metabdlicas, como lo son la respiracion y la
sintesis de proteinas que son esenciales para mantener la vida (Taiz et al., 2006). A diferencia
de los animales y los hongos, las plantas, las algas y algunas bacterias tienen la capacidad de
llevar otra funcién metabodlica igualmente esencial, la fotosintesis, por la cual se generan
compuestos derivados de una serie de reacciones que sintetizan una compleja gama de
sustancias (Segler, 2001). A dichas sustancias se les denomina principios activos, los cuales se
encuentran en distintos 6rganos de la planta y alteran el funcionamiento de 6rganos y sistemas
del cuerpo humano (Pengelly, 1996). Estas sustancias se clasifican en grupos, segun su
estructura quimica; a los productos resultantes de los procesos quimicos que intervienen de
forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproducciéon de la planta se les denomina
metabolitos primarios. A los productos que no son esenciales para el metabolismo de la planta
y que son sintetizados como defensa o adaptacion se les conoce como metabolitos
secundarios, los cuales son los mas importantes principios bioactivos desde el punto de vista
cientifico (Bruneton, 2001).

Dentro de los metabolitos secundarios con mayor relevancia por su actividad biolégica
encontramos a los alcaloides, cumarinas, esteroides y triterpenos, flavonoides, glicosidos
cardioténicos, lactonas sesquiterpénicas, quinonas, saponinas, taninos, entre otros, que
presentan gran interés para la industria farmacéutica (Kliebenstein, 2004).

3.6.1 Alcaloides

Los alcaloides constituyen el grupo mas grande de metabolitos secundarios en las plantas,
pueden encontrarse mayoritariamente en hojas (cocaina, nicotina, pilocarpina), en flores
(escopolamina, atropina), en frutos (alcaloides del opio, peletiarina, coniina), en semillas
(piperina, arecolina), en corteza (quinina, tubocurarina)y en la rafz (emetina y cefalina); al
estado libre como glicésidos o formando sales con acidos organicos (Arango, 2008).

No existe una definicion exacta para los alcaloides, pero se puede considerar como:
“Compuestos organicos de origen natural, derivados generalmente de aminoacidos, de caracter
mas o menos basico, de distribucion restringida, con propiedades farmacolégicas importantes a
dosis bajas y que responden a reacciones comunes de precipitaciéon” (Maldoni, 1991). Este
grupo de metabolito secundario es el de mayor interés en la farmacognosia debido a sus
propiedades anestésicas, analgésicas, sedantes, antisépticas que ejercen su actividad sobre el
sistema nervioso central excitindolo o deprimiéndolo.
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3.6.2 Cumarinas

Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas, principalmente en las
familias Umbeliferac y Rutaceae; se encuentran presentes en la rafz, flores y frutos.
Consideradas estructuralmente como detrivados lacténicos del 4cido o-hidroxiZ-cindmico, se
caracterizan por poseer una variedad de patrones de oxigenaciéon sobre el ntcleo de la
benzopirona, siendo la oxigenacién en C-7 la mas comun entre las cumarinas naturales
(Arango, 2010).

Presentan un amplio rango de actividad biolégica, como la accién anticoagulante y antibacterial
del dicumarol, la accién antibiética de la novobiocina, la hepatoxicidad y carninogenicidad de
ciertas aflatoxinas, la actividad astrogénica del cumestrol, la accién fotosensibilizadora de
furanocumarinas como el bergapteno y la xantotoxina , la accién insecticida de los surangin A

y B (Lacy et al., 2004).
3.6.3 Esteroides y Triterpenos libres

Los terpenoides estan formados por la unién de un numero entero de unidades de isopropeno
(Cy). Segtn este numero se clasifican en: monoterpenos (C, ), sesquiterpenos (C;), diterpenos
(Cyy), Triterpenos (C,), carotenos (C,), politerpenos (C,). Se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza y constituyen un numeroso y diverso grupo de metabolitos
secundarios, con mas de 100 esqueletos distintos. Presentan propiedades antiinflamatorias,
antihipertensivas y antioxidantes (Bruneton, 2008).

3.6.4 Flavonoides

Los flavonoides constituyen una clase de compuestos polifenélicos de amplia distribucion en el
reino vegetal. Son fenilbenzopironas de bajo peso molecular derivados de la unién de tres
anillos (A, B, C) dos de ellos aromaticos, pigmentos heterociclicos que contienen oxigeno,
constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas (Escamilla et
al., 2009). Se reconocen al menos diez clases de flavonoides que se encuentran presentes en
todas las estructuras de la planta, algunas clases se encuentran mas ampliamente distribuidas
que otras, siendo mds comunes las flavonas y flavonoles y mas restringidas en su ocurrencia las
isoflavonas, las chalconas y las auronas (Martino, 2000).

Los flavonoides son reconocidos por presentar actividades como: fragilidad capilar
(bioflavonoides del Género Citrus: rutina y derivados), dilatacién coronaria (protocianidinas de
Crata egus, Arnica y Ginkgo), espasmolitica (glicosidos de arpigenina), antihepatéxica
(silimarina de Sylybum), colerética, estrogena, diurética y antioxidante, esta ultima resulta de
una combinacién de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de RL (Martinez et
al., 2002).
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3.6.5 Glicasidos Cardiotonicos

Los glicésidos cardiotonicos son sustancias constituidas de una porcion esteroide, una porcion
glicosidica y un anillo de y-lactona a,B-insaturada o - d-lactona-a,3- insaturada, que actian
sobre el musculo cardfaco y por tanto se utilizan como medicamentos contra la insuficiencia
cardiaca (Martinez, 2002). Se clasifican segin el anillo lacténico en dos grandes clases: los
cardenolidos, con anillo de y-lactona, y los bufanolidos o escilanolidos, con anillo de d-lactona
(Dominguez, 1990). Su distribucién natural se encuentra principalmente en las hojas de plantas
de las familias Scrofulariaceae, Apocynaceae, Liliaceae, Ranunculaceac y Moraceae. Estos
metabolitos han sido considerados de gran interés por su accidén ténica y fortalecedora del
corazon, ya que participa en la regulaciéon de la actividad cardiaca ademas de su potencial
anticancerigeno (Martinez, 2002).

3.6.6 Lactonas Sesquiterpénicas

Las lactonas sesquiterpénicas son metabolitos secundarios constituyentes caracteristicos de la
familia de las compuestas. Se han encontrado en familias como Magnoliaceas, Umbeliferas, y
Lauraceas y se clasifican cominmente de acuerdo con el tipo de nucleo que poseen y los
sustituyentes que los componen, denominando la terminaciéon 6lido como presencia del grupo
funcional lactona, debido a la gran diversidad estructural que presentan, no se cuenta con
normas claras para definir su nomenclatura (Coll et al., 2007). Poseen actividad antibacteriana y
antifungica, ademas de ser las responsables del sabor amargo de muchas drogas como el cardo
santo (Cuicus benedictus), el ajenjo (Artemisia absinthinm) o el diente de leon ( Taraxacum officinale).

3.6.7 Naftoquinonas y Antroquinonas

Las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya coloracion puede ser desde el
amarillo palido hasta casi negro, se encuentran frecuentemente en la corteza, en el corazén de
la madera o de la raiz, y en algunos casos en las hojas, donde su color esta enmascarado por
otros pigmentos. Se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes taxas y se dividen en
benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas y quinonas isoprenoides, que son sintetizados
por la ruta de los poliacetatos, que a su vez pueden contener diversos grupos funcionales,
anillos de furano/pirano o encontrarse como dimeros que pueden ser parcialmente reducidos
como los antroles y antronas (Bruneton, 2001).

Ademas de las propiedades tintoreas de las naftoquinonas y antroquinonas, se han descrito
importantes actividades bioldgicas destacando como agentes antiparasitarios, antibacterianos,
antifungicos y anticancerigenos (Thomson, 1957). En la medicina tradicional las naftoquinonas
naturales que han sido aisladas y destacan por su uso son las siguientes: lawsona, juglona,
plumbagina, lapachol, alkalina y shikona (Lépez et al., 2011).
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3.6.8 Saponinas

Se conoce como saponinas al grupo de glicdsidos esteroides con nucleo espirostano que tienen
la propiedad de hemolizar glébulos rojos y de disolverse en agua disminuyendo la tensién
supetficial, por lo tanto, al agitar sus soluciones, se formara una espuma abundante y
relativamente estable que es la principal caracteristica que las determina, tienen un sabor
amargo y acre, y las drogas que los contienen suelen ser estornudatorios e irritantes de la
mucosa (Martinez, 2001).

En la actualidad se conocen mas de 200 saponinas esteroidales, localizadas en las
monocotiledéneas y dicotiledoneas, de las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en
toda la estructura de la planta. Presentan propiedades expectorantes que deben emplearse con
precaucion, ya que a dosis altas son irritantes y hemoliticos por su uso interno; también son
muy utilizadas como coadyuvantes de la accién de otras plantas, ya que facilitan la absorcion de
los principios activos incrementando su eficacia (Avalos et al., 2009).

3.6.9 Taninos

Los taninos comprenden un gran numero de sustancias complejas que estan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, en casi en todas las familias vegetales existen especies que los
contienen. Los taninos son compuestos quimicos no cristalizables que forman con el agua
soluciones coloidales, de reacciéon acida y de sabor muy acre. Producen la precipitacién de
soluciones de gelatina y de alcaloides, precipitan las proteinas en solucién y se combinan con
ellas haciéndolas resistentes a las enzimas proteoliticas. Se dividen en: hidrolizables, que
pueden ser galotaninos o elegitaninos que contienen unidades de glucosa en su constitucion y
condensados o no hidrolizables o catéquicos los que en presencia de acido y calor se degradan
dando subproductos rojizos denominados flobafenos (Van Ginkel, 2003).

En medicina se emplean como astringentes del extracto gastrointestinal y de las escoriaciones
de la piel. En el tratamiento de las quemaduras las proteinas de los tejidos expuestos precipitan
y forman una capa protectora antiséptica bajo la cual tiene lugar a la regeneraciéon de los

tejidos, ademas presenta propiedades antibacterianas y antiinflamatorias (Avalos et al., 2009).
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IV. Justificacion

El cancer es una de las causas principales de muerte en México y en el mundo. Reportes de la
Unién Internacional Contra el Cancer (UICC, 2014) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS, 2013) le atribuyen aproximadamente 7,6 millones de defunciones a nivel mundial,
ocupando nuestro pais el tercer lugar con mas de 128 000 casos al ano. Reportandose entre los
mas ocurrentes el cancer de prostata, mama, cérvix, pulmén y estébmago, siendo mas

vulnerable ante este padecimiento la poblacion femenina.

Hoy en dia se tiene conocimiento de que existen diversos factores que ocasionan esta
enfermedad. No obstante, en los tltimos afios se ha dado un realce significativo a uno de ellos,
al estrés oxidativo, definiéndolo como el continuo desbalance entre las ROS y RNS cuando se
supera la barrera de defensa antioxidante. Aunque diversos estudios han corroborado la
participacion del estrés oxidativo en la carcinogénesis y han descifrado parte de la bioquimica
del proceso, atin no se conoce el tratamiento idéneo para tratar esta enfermedad de manera
selectiva.

Debido a ello, diversos estudios se han enfocado a las plantas medicinales, como principal
fuente de sustancias bioactivas, con el objetivo final de encontrar fitofarmacos que a ciertas
dosis puedan regular de manera selectiva el proceso de carcinogénesis. Ante esta situaciéon el
presente estudio realizado en extractos de rizoma, tallo, hoja y flor de Costus spicatus (Jacq.)
Sw. se enfoca al potencial efecto antioxidante que pueda ejercer esta especie en dicho proceso.

26 Karla Karina Rojas Floves

——
| —



o

Vi
AVENMA DE
MiRics

Evaluacién del Potencial Antioxidante de Costus spicatus(Jacq.) Sw., en un Modelo Murino de Céncer.

z

V. Hipotesis

Si en los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Costus spicatus existen moléculas que pueden
regular el potencial redox en el sistema, se espera que dichas moléculas estimulen la respuesta
antioxidante.

VI. Objetivos
+* General

Evaluar el potencial antioxidante de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de rizoma, hoja,
tallo y flor de Costus spicatus en un modelo murino de cancer.

% Especificos

= Registrar la informacién etnofarmacolégica de Costus spicatus

® Analizar fitoquimicamente los extractos hidroalcohdlico y acuoso de rizoma, tallo,

hojas y flor de  Costus spicatus.

® Determinar la concentraciéon de nitritos en plasma e higado de ratones de la cepa CD-
1 tratados con extractos acuosos e hidroalcohdlicos.

® Evaluar el efecto de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de C. spicatus sobre la
actividad enzimatica de catalasa en higado y sangre periférica de raton.
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VIl. Metodologia
7.1 Localidad de Colecta

El proceso de colecta de C. spicatus se realizé6 en dos periodos correspondientes al mes de
septiembre y noviembre; la primera colecta se realiz6 el 6 de septiembre de 2013 en la
Congtegacion Limon Chiquito, Cazones de Herrera Veracruz (20° 40° 44.4” N, 97° 16’ 43.5”
O a 15 msnm) y la segunda colecta fue realizada el 4 de noviembre de 2013 en la misma
localidad, esto con el fin de colectar a la especie cuando presenta época de floracion. La especie
fue identificada y cotejada en el herbario MEXU, UNAM.

7.2 Registro de Informacién Etnofarmacolégica

La informacién etnofarmacolégica se obtuvo al realizar entrevistas (Anexo 1) dirigidas
unicamente a los habitantes de la localidad que han utilizado dicha especie, siguiendo rubros
especificos como el sexo y edad de los individuos que la utilizan, forma de preparacion,
frecuencia de uso, forma de administracion, dosis empleada y padecimiento.

7.3 Procesamiento del Material Vegetal

El rizoma, el tallo, las hojas y las flores de Costus spicatus (Jacq) Sw. fueron separados y lavados
exhaustivamente con agua destilada. Posteriormente cada estructura se trituré en un molino de
mano.

7.4 Obtencidn de los Extractos (Hidroalcohélico y Acuoso)
Preparacion del Extracto Hidroalcohdlico

Cada 100 g de material vegetal molido de C. spzcatus fueron colocados en 500 ml de una
mezcla etanol-agua (70:30) y preservados en frascos ambar durante un mes. Posteriormente
cada extracto se filtr6 al vacio (Papel Whatman No.1) y se concentr6 en cristalizadores a
temperatura ambiente en una campana de extraccion.

Preparacion del Extracto Acuoso

Cada 100 g de material vegetal previamente triturado en un molino de mano fueron sometidos
a un cocimiento con 500 ml agua, la disolucién fue filtrada con una gasa y conservada en
frascos ambar a 4° C.

7.5 Identificacion de Metabolitos Secundarios
7.5.1 Alcaloides
Las técnicas de identificacién para este metabolito secundario se basan en la capacidad que

presentan en estado de sal (extractos acidos) de combinarse con el yodo y metales pesados
como bismuto, mercurio, tugsteno formando reacciones de precipitaciéon que se basan en un
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intercambio del anién del reactivo en accidon, que remplaza a los aniones que conforman las
sales de los alcaloides.

Para su identificacion se utilizaron los reactivos de Mayer, Dragendorff y Wagner (Anexo 2)
utilizando un stock de cada extracto concentrado de 10 mg/mlL haciendo disoluciones de 2
mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/mL y 10 mg/mL y observando la coloracién
correspondiente para cada reaccion.

7.5.2 Cumarinas

Para su identificacion se utilizaron los reactivos de Baljet ¢ Hidroxamato Férrico (Anexo 2),
utilizando un stock de cada extracto concentrado de 10 mg/ml haciendo disoluciones de 2
mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8§ mg/mL y 10 mg/mL y observando la coloracién
correspondiente para cada reaccion, haciendo constar que las dos pruebas deben de dar
positivo para confirmar la presencia de cumarinas.

7.5.3 Esteroides y Triterpenos Libres

El reactivo de Liebermann Burchard fue utilizado para su deteccion (Anexo 2), la reacciéon se
llevé acabo en un medio anhidro utilizando un stock de cada extracto concentrado de 10
mg/mL haciendo disoluciones de 2 mg/ml., 4 mg/mL, 6 mg/ml, 8 mg/mLy 10 mg/mL.

7.5.4 Flavonoides

Para su deteccién se utilizé un stock de cada extracto concentrado de 10 mg/mL haciendo
disoluciones de 2 mg/mlL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL y 10 mg/mL se prepatd la reaccion
de Shinoda (Anexo 2) y se observo la coloracion de la reaccion.

7.5.5 Glicésidos Cardiotonicos

Se utilizé un stock de 10 mg/ml.  de cada extracto concentrado haciendo disoluciones de 2
mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/mlL, 8 mg/mL y 10 mg/ml, posteriormente se prepararon los
reactivos para las reacciones de Baljet, Keller-Killiani y Lieberman Burchard (Anexo 2), se
adicionaron los reactivos por separado a cada uno de los extractos observando su coloracion.
Para su correcta identificacion las tres pruebas deben dar positivo.

7.5.6 Lactonas Sesquiterpénicas

Los reactivos de Hidroxamato Férrico y Lieberman Burchard (Anexo 2) fueron aplicados para
su deteccion, utilizando un stock concentrado de 10 mg/ml. haciendo disoluciones de 2
mg/ml, 4 mg/ml., 6 mg/ml., 8 mg/ml. y 10 mg/ml; cabe mencionar que ambas pruebas
deben dar positivo para su correcta identificacion.
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7.5.7 Naftoquinonas y Antroquinonas

La reacciéon de Borntriger Krauss (Anexo 2) fue utilizada para su deteccion, utilizando un
stock concentrado de 10 mg/ml de cada extracto acuoso e hidroalcohdlico, haciendo
disoluciones de 2 mg/ml, 4 mg/mlL, 6 mg/mlL, 8 mg/mL y 10 mg/ml y observando la
coloracién correspondiente.

7.5.8 Saponinas

Se aplico el ensayo de Espuma y de Lieberman Burchard (Anexo 2) haciendo disoluciones de 2
mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/mL y 10 mg/mlL, partiendo de un stock con una
concentracién de 10 mg/mL.

7.5.9 Taninos

Para su identificacién se prepard el reactivo de Gelatina- Sal (Anexo 2), aplicindolo a los
extractos acuoso ¢ hidroalcoholico en disoluciones de 2 mg/mlL, 4 mg/ml, 6 mg/mL, 8
mg/mL y 10 mg/mlL, partiendo de un stock de 10 mg/mlL..

7.6 Induccion de Carcinoma a Modelos Experimentales

Para la realizaciéon de esta investigaciéon se utilizaron 60 ratones hembra de la cepa CD-1
correspondientes a 1 mes de edad. La induccién de carcinoma a dichos modelos
experimentales se realiz6 mediante el método estandarizado por Ortiz et al., 1995. El cual
consistié en la administracién de una dosis unica intramuscular de 20 mg/kg de NiO en 0.05
ml de aceite de olivo (Sigma, grado RA) a 8 grupos (6 ratones hembra, CD-1) que fueron
delimitados de la siguiente manera:

Grupo I: Control negativo (Sin induccién de carcinoma)
Grupo II: Vehiculo (Aceite de Oliva)

Grupo III: Control positivo (Induccién de cancer con NiO)
Grupo IV: Experimental (Induccién de cancer con NiO)
Grupo V: Experimental (Induccién de cancer con NiO)
Grupo VI: Experimental (Induccién de cancer con NiO)
Grupo VII: Experimental (Induccién de cancer con NiO)
Grupo VIII: Experimental (Induccién de cancer con NiO)
Grupo IX: Experimental (Induccién de cancer con NiO)
Grupo X: Experimental (Induccién de cancer con NiO)

La induccién de carcinoma fue realizada el 23/10/13, manteniendo a los organismos en

condiciones de Bioterio hasta el momento de sacrificio.

30 Karla Karina Rojas Floves

——
| —



Evaluacién del Potencial Antioxidante de Costus spicatus(Jacq.) Sw., en un Modelo Murino de Céncer.

7.7 Tratamiento con Extractos Hidroalcoholico y Acuoso

Después de los tres meses de induccion de carcinoma con NiO (23/01/14), se administr6 una
dosis diaria (400 mg/kg) (Lucindo et al., 2010) de cada extracto hidroalcohdlico y acuoso
correspondiente a cada estructura vegetal de C. spicatus durante 1 mes, que fue el periodo de
aplicacion obtenido de las revistas etnofarmacoldgicas. La aplicaciéon de tratamientos fue

delimitada de la siguiente manera:

Grupo I: Control negativo (Sin induccion de carcinoma)

Grupo II: Vehiculo (Aceite de Oliva)

Grupo III: Control positivo (Induccién de cancer con NiO)

Grupo IV: Experimental (Induccién de cancer con NiO + Extracto Acuoso de Rizoma)

Grupo V: Experimental (Induccién de cancer con NiO + Extracto Acuoso de Tallo)

Grupo VI: Experimental (Induccién de cancer con NiO + Extracto Acuoso de Hoja)

Grupo VII: Experimental (Induccién de cancer con NiO + Extracto Hidroalcohdlico de Rizoma)
Grupo VIII: Experimental (Induccién de cancer con NiO + Extracto Hidroalcoholico de Tallo)
Grupo IX: Experimental (Induccién de cancer con NiO + Extracto Hidroalcohdlico de Hoja)
Grupo X: Experimental (Induccién de cancer con NiO + Extracto Hidroalcohdlico de Flor)

7.7.1 Obtencion de Plasma

Los grupos expetimentales fueron sacrificados por decapitacion (23/02/14), la sangre obtenida
se colect6 en tubos con EDTA, los cuales fueron centrifugados a 5000 rpm durante 5 min,

preservando una temperatura de 4° C y almacenados en hielo hasta el momento de su andlisis.
7.7.2 Obtenciéon de Homogenado de Higado

Se realiz6 una extirpacion de higado a los organismos sacrificados, posteriormente cada higado
fue sometido a un lavado con solucién fisioldgica de NaCl al 0.9% y perfundido con PBS,
almacenados a 4° C hasta el momento de su analisis.

7.7.3 Fijacion de Tumores

Se procedié a una observacion macroscopica de todos los 6rganos y cavidades de los
organismos sacrificados. En aquellos que presentaban una metastasis tumoral, se extirpé dicha
masa tumoral, se pesé y se calcul6 el volumen tumoral mediante la siguiente formula: V: 4/3
(a*b?); donde a: es el semieje de mayor tamafio y b el semieje menor. Posteriormente se fijaron
las muestras utilizando formol al 10%, asi como la Solucién de Bouin (Anexo 2).
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7.7.4 Cuantificacidon de NO por el Método de Griess- Saltzman

La reaccion de Griess se basa en la formacion de un croméforo magenta por la reaccion de la
sulfanilamida con nitrito en medio acido, seguido de un acoplamiento con aminas biciclicas
como la N-(1- naftil) etilendiamina. Esta reaccién detecta el NO™ en una gran variedad de
liquidos biolégicos y experimentales, entre los que se encuentra el plasma, suero, orina y
medios de cultivo celular. Para su cuantificacion se construyé una curva patrén con una
solucion stock de NaNO, (J.T. Baker, grado RA), en concentraciéon de 0 a 100 pM, la cual se
leyé a 540 nm en el espectrofotémetro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific);
una vez obtenidas las lecturas de la correspondiente curva patrén, se procedid a tratar las
muestras de plasma e higado de cada raton. Para ello se tomaron 50 pl de muestra,
adicionando de manera secuencial 1 ml de sulfanilamida (J.T. Baker, grado RA) al 1% (p/v) en
H,PO, (J.T. Baker, grado RA) al 5% (v/v) incubando durante 15 min a temperatura ambiente
en la oscuridad, posteriormente se agregé 1 ml de diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina
(J.T. Baker, grado RA) incubando durante 15 min en oscuridad a temperatura ambiente, una
vez transcurrido el tiempo, las muestras fueron leidas a 540 nm en el espectrofotémetro UV
(Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific).

7.7.5 Cuantificacion de Proteina Total por el Método de Biuret

Protocolo basado en la formacién de un complejo colorimétrico entre el Cu®" y los grupos NH
de los enlaces peptidicos en medio basico. La intensidad de coloracién es directamente
proporcional a la cantidad de enlaces peptidicos presentes en la muestra. Para su cuantificacién
se construyo una curva patron partiendo de una solucién stock de albumina de huevo (Sigma)
[10 mg/ml), realizando disoluciones pertinentes de 0 a 10 mg/ml de concentracion, se
afiadieron 2 ml de Reactivo de Biuret, se incub6 a 20 min en temperatura ambiente y se ley6 a
545 nm en el espectrofotémetro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific). Una vez
obtenida la curva patréon se procedio a tratar las muestras, tomando alicuotas de 50 pl a las
cuales se les adicioné de manera secuencial 2 ml de Reactivo de Biuret, incubandose por 20
min a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron leidas 545 nm de absorbancia
en el espectrofotometro UV (Genesys 20, 4001 /4, Thermo Fisher Scientific).

7.7.6 Actividad de la Catalasa por el Método de Chance y Machley

Se fundamenta en el principio de que la enzima catalasa es capaz de reducir el H,0, en H,0O y
2 de O, (Chance et al., 1954). Para cuantificar dicha reacciéon se midié la descomposicion del
H,0,a 240 nm en el espectrofotémetro UV (UNICO, §-2150 UV). Se tomaron 50 pl de la

muestra adicionandolo en 2950 ul de sustrato (H,0, 27 mM en soluciéon PBS, pH 7.0) (LASA,
grado RL). Se registr6 la absorbancia a 240 nm cada 10 seg durante 5 min.
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Posteriormente se calculé el cambio de absorbancia a 240 nm por minuto (AA,,) de la
pendiente lineal de la grafica de A,,, contra el tiempo. Para calcular la actividad de la catalasa se
utilizo la siguiente ecuacion.

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

Donde; ¢ es el coeficiente de extinciéon molar del H,0,a 240 nm (37.36 umol ' mL. Abs) y FD
el factor de diluciéon (3000/50=60), cabe mencionar que la ecuacién se corrigié por la
concentracion de proteina en cada muestra (Método de Biuret).

7.8 Andlisis Estadistico

Los datos fueron sometidos a un anilisis estadistico ANOVA, considerando un nivel de
confianza de p< 0.05.

Cabe aclarar que durante la investigaciéon se siguieron las normas establecidas por la Ley
Mexicana de Protecciéon Animal para el Uso de Animales de Experimentaciéon (NOM-062-
Z00-1999, Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio).
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VIII. Resultados
8.1 Registro Etnofarmacolégico de C. spicatus

Se realizaron un total de 78 entrevistas dirigidas en especifico a personas de la Comunidad de
Limén Chiquito que utilizan la cafa de jabali, representando un 8.75 % de la poblacién de las
cuales 54 pertenecen al género femenino y 24 al masculino con un rango de edad entre los 24 y
60 afos. En la entrevista se contemplaron puntos especificos como: sexo y edad de los
individuos que la utilizan, parte de la planta utilizada, forma de preparacion, dosis empleada,
frecuencia de uso, forma de administraciéon y padecimiento a tratar. Los resultados reflejan de
forma representativa que la poblacién femenina de dicha comunidad es la que mas emplea el
uso de C. spicatus, pese a que la bibliografia reporta que es usada con mayor frecuencia en
varones.

Entre las principales estructuras que se utilizan encontramos en primer lugar al tallo con un 65
% y la hoja con un 22% seguido de la flor con un 9% debido a que su época de floracién se
restringe a los meses de octubre- noviembre, por ultimo la estructura vegetal menos utilizada
es el rizoma con un 4 % (Fig. 8). La forma de preparacion consiste en cocimiento e infusiones,
durante periodos de tiempo que van desde los 15 dias a 1 mes. LLa administracion es de forma
oral en dosis de 40 g/ L de H,O (Fig. 8). Los principales usos de C. spicatus son para el
tratamiento de “mal de orin” que consiste por lo dicho en la comunidad y lo reportado en la
bibliografia en una sensacion de ardor al orinar, para tratar afecciones de la prostata y
afecciones relacionadas al rinén. Se encontraron usos no reportados bibliograficamente como
lo son el empleo de la cana de jabali para tratar los espasmos estomacales, afecciones de la vista
e incluso pano (Fig. 8).

Fig. 8 Registro Etnofarmacolégico de C. spicatus

Nombre comun: Cafia de Jabali

Nombre totonaco: Iztanchakgt paxni

Rango de edad de la poblacion: 24 - 60 afios

Uso: Medicinal

Forma de preparacion: Apua de tiempo, infusion v cocimiento.

Diosis: Talle: 2- 4 varitas de 13-17 cm (40g ) /1t de
agua

Frecuencia de Uso: 2- 4 semanas

Afeciones tratadas con C. spicatus

Paio u
Infeccion de la Vista u
Espasmos Estomacales i J
Prostata i J
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8.2 Rendimiento de los Extractos Acuoso e Hidroalcoholico de C. spicatus

El rendimiento obtenido es por cada 100 g de material vegetal en los diferentes solventes de
extraccion, utilizando la relaciéon de R (%)= P.100 /m donde P; es el peso de la muestra
obtenida y m; es el peso del material vegetal o droga seca al inicio de la extraccién (Tolosa et
al., 2002). En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en las diferentes estructuras
vegetales y el color correspondiente de cada extraccion (Fig. 9).

Tabla. 14 Color y rendimiento de los 12 extractos de Costus spicatus (Jacq.)Sw.

Solventesde Tiempo Material Extraccion Hidroalcoholica Extraccion
Extraccion Vegetal Acuosa
Color Rendimiento Color Rendimiento
Etanol-Agua 24 hrs Tallo Verde claro 2.36g
Hoja Marrén oscuro 2.88g
Agua Raiz Maranja claro 4.6g
Tallo Blanco/translucido 4.2¢g
Hoja Verde pardo 5.125g
Flor Rosa claro 3.9
Etanol-Agua 1 mes Tallo Verde olivo 3.95g
Hoja Pardo oscuro 4.87g
Etanol-Agua 1 mes Raiz Pardo claro 3.75g
Tallo Blanco translucido 4.26g
Hoja Marran, rojizo 5.27g
Flor Rosado 3.88g

Fig. 9 Color de los extractos acuoso e hidroalcohélico de C. spicatus

Extractos Acuosos

Rizoma Tallo Hoja

Extractos Hidr holi

Rizoma Tallo Hoja Flor

f 35 1 Karla Karina Rojas Floves



VNIVERADAD NAGJCNAL
ATENMA TE

Mixicp

Evaluacién del Potencial Antioxidante de Costus spicatus(Jacq.) Sw., en un Modelo Murino de Céncer.

8.3 Analisis Preliminar Fitoquimico de los Metabolitos Secundarios Presentes en los

Extractos Acuoso e Hidroalcohdlico de C. spicatus

Se realiz6 un analisis preliminar fitoquimico de rizoma, tallo, hoja y flor de C. spicatus,
obteniendo un total de 12 extractos; 4 acuosos y 8 hidroalcohdlicos, los cuales fueron
sometidos a reacciones coloridas especificas para la evaluacién de los metabolitos secundarios
de interés. Obteniendo como resultado la presencia de Flavonoides, Saponinas, Glicésidos
Cardiotonicos,
extractos (Tabla 14).

Esteroides y Triterpenos en todas las estructuras de la planta en los 12

Tabla. 15 Analisis preliminar fitoquimico de diferentes extractos de rizoma, tallo, hojas y flor de Costus

spicatus (Jacq.) Sw. obtenidos por maceracion.

Tipo de Tiempo Materiall Mesde  Alcaloides Flavonoides Saponinas Taninos Glicosidos  Esteroidesy Cumarinas  Quinonas Lactonas
extraccion Vegetal Recolecta Triterpenos sesquiterpenicas
Hidroalcoholica 24 hrs  Tallo + + + + + + - - -
Hoja 060813  + + + ++ + + - - -
Hidroalcoholica 1mes  Tallo + ++ + - + ++ - - -
Hoja + ++ + + ++ ++ - + +
Hidroalcoholica 1 mes Raiz ++ + - + + + + +
Tallo 04-11-13 4 + + - 4 + - - -
Hoja + ++ + ++ ++ + + + +
Flor + + + + + + + + +
Acuoso Raiz - + + - + + - + +
Tallo 04-11-13 4 4 + - 4 + - - -
Hoja + + + ++ + + +
Flor 4 4 4 H + 4 +
Fig. 10 Pruebas colorimétricas de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de C. spicatus
» Flavonoides - Reaccion de Shinoda (E.A.T)
Blanco EH.T 2 mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL
» Flavonoides - Reaccion de Shinoda (E.A.H)
Blanco E.H:F 2 mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL
« Flavonoides - Reacciéon de Shinoda (E.H.T)
Blanco 2 mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL
Blanco 2 mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL . .
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* Glicésidos Cardioténicos — Reactivo de Keller Killiani (E.A.T)

10 mgfmL

€ mg/mL

Olanco 2 mgfmL 4 mg/mL 8 mg/mL

« Glicésidos Cardiotonicos — Reactivo de Keller Killiani (E.A.H)

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

* Glicdsidos Cardiotonicos — Reactivo de Lieberman Burchard (E.A.T)

Blanco 2 mg/mL 10 mg/mL

» Glicdsidos Cardioténicos — Reactivo de Lieberman Burchard (E.A.H)
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» Glicdsidos Cardiotdnicos — Reactivo de Keller Killiani (E.H.T)

Blanco 2 mg/mL 4 ma/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mgimL

* Glicosidos Cardiotonicos — Reaclivo de Keller Killiani (E.H.H)

8 mg/mL

Blanco 2 my/mL 6 myinL 10 my/mbL

* Glicdsidos Cardiotdnicos — Reactivo de Lieberman Burchard (E.H.T)

8 my/mL

Blinco 2 mg/mL 4 mgfl 6 myfmL 10 my/mL

* Glicésidos Cardiotonicos — Reactivo de Lieberman Burchard (E.H.H)

Blanco 2 mg/mL 4 mg/mL 6 mgimL &mg'mL 10 mg/mL

Blanco 2 mg/mL

s
A,

Blanco 2 mg/mL 4 mgimL 8 mg/mL 8 mg/mL

+ Glicdsidos Cardiotonicos — Reactivo de Baljet (E.A.H)

10 mg/ml

Rlanco ? mg/ml 4 mg/ml 6 mgiml 8 mg/ml

10 mg/mL

4 mg/mL & mgimL 8 mg/mL 10 mg/mL

» Glicosidos Cardiotdnicos — Reactivo de Baljet (E.H.H)

6 mgimL 8mg/mL 10 mg/mL
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8.4 Efecto de los Extractos Acuoso e Hidroalcoholico de C. spicatus sobre los Niveles
de Oxido Nitrico

Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo en los niveles de NO en
plasma del grupo inducido a cancer con 6xido de niquel con respecto al control y vehiculo.
Los grupos inducidos a cancer y tratados con extractos acuosos de rizoma, tallo y hoja
disminuyeron las concentraciones plasmaticas de NO respecto al control positivo de igual
manera que los extractos hidroalcohdlicos de rizoma, tallo, hoja y flor. Se observa que los
extractos hidroalcohdlicos de tallo y hoja disminuyen significativamente respecto al control
negativo y al vehiculo (Fig. 11).
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Fig. 11 Efecto de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de C.spicatus sobre la concentracion de nitritos
(WM /mg de proteina) en plasma de ratones hembra de la cepa CD-1.

Grupo |: Control negativo; Grupo IlI: Vehiculo (aceite de oliva); Grupo Ill: Control positivo (induccién de cancer con NiO);
Grupo IV: Experimental (induccion de cancer con NiO + extracto acuoso de rizoma (400 mg/kg)); Grupo V: Experimental
(induccidn de cédncer con NiO + extracto acuoso de tallo (400 mg/kg)); Grupo VI: Experimental (induccién de cancer con
NiO + extracto acuoso de hoja (400 mg/kg)); Grupo VII: Experimental (induccion de cancer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de rizoma (400 mg/kg)); Grupo VIII: Experimental (induccion de céncer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de tallo (400 mg/kg)); Grupo IX: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico
de hoja (400 mg/kg)); Grupo X: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor (400
mg/kg)).

Por otro lado, los resultados de homogenado de higado muestran un aumento significativo en
las concentraciones de NO del grupo inducido a cancer con 6xido de niquel en contraste con
el control negativo y el vehiculo. Los extractos acuosos de rizoma, tallo y hoja disminuyeron
significativamente sus concentraciones de NO con respecto al control positivo, lo que pas6 de
manera puntual con los extractos hidroalcohdlicos de rizoma, tallo, hoja y flor donde las
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concentraciones de 6xido de niquel bajaron significativamente con respecto al control negativo

y al vehiculo (Fig.12).
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Fig. 12 Efecto de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de C.spicatus sobre la concentracion de nitritos
(MM /mg de proteina) en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1.

Grupo |: Control negativo; Grupo IlI: Vehiculo (aceite de oliva); Grupo Ill: Control positivo (induccion de cancer con NiO);
Grupo IV: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto acuoso de rizoma (400 mg/kg)); Grupo V: Experimental
(induccidn de céncer con NiO + extracto acuoso de tallo (400 mg/kg)); Grupo VI: Experimental (induccion de céncer con
NiO + extracto acuoso de hoja (400 mg/kg)); Grupo VII: Experimental (induccion de cancer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de rizoma (400 mg/kg)); Grupo VIII: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de tallo (400 mg/kg)); Grupo IX: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico
de hoja (400 mg/kg)); Grupo X: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor (400
mg/kg)).
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8.5 Efecto de los Extractos Acuoso e Hidroalcoholico de C. spicatus en la Actividad de
la Catalasa

Los extractos acuosos de rizoma y tallo de C. spicatnus muestran una disminucion significativa de
la actividad plasmatica de catalasa con respecto al control inducido a cancer con 6xido de
niquel, por el contrario al extracto acuoso de hoja no presenta una disminucion significativa de
la actividad de la enzima.

Los resultados obtenidos en los extractos hidroalcohdlicos de tallo y hoja de C. spicatus
muestran una disminucién significativa en la actividad de la enzima catalasa con respecto a
nuestro control positivo, en contraste con los extractos hidroalcohdlicos de rizoma y flor que
presentan una actividad enzimatica similar e incluso mayor que el control inducido a cancer
con 6xido de niquel (Fig. 13).

En homogenado de higado los extractos acuosos de rizoma, tallo y hoja no mostraron una
disminucion significativa de la actividad de la enzima catalasa con respecto al control inducido
a cancer con 6xido de niquel. Por otro los extractos hidroalcohdlicos de rizoma, tallo, hoja y
flor muestran una disminucion significativa en la actividad de la catalasa con respecto al grupo
inducido a cancer con 6xido de niquel (Fig.14).
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Fig. 13 Efecto de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de C.spicatus sobre la actividad de la catalasa en
plasma sanguineo de ratones hembra de la cepa CD-1.

Grupo I: Control negativo; Grupo II: Vehiculo (aceite de oliva); Grupo llI: Control positivo (induccién de cancer con NiO);
Grupo IV: Experimental (induccion de cancer con NiO + extracto acuoso de rizoma (400 mg/kg)); Grupo V: Experimental
(induccidon de cédncer con NiO + extracto acuoso de tallo (400 mg/kg)); Grupo VI: Experimental (induccidn de cancer con
NiO + extracto acuoso de hoja (400 mg/kg)); Grupo VII: Experimental (induccion de cancer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de rizoma (400 mg/kg)); Grupo VIII: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de tallo (400 mg/kg)); Grupo IX: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico
de hoja (400 mg/kg)); Grupo X: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor (400
mg/kg)).
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Fig. 14 Efecto de los extractos acuosos e hidroalcohélicos de C.spicatus sobre la actividad de la catalasa en
homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1

Grupo |: Control negativo; Grupo II: Vehiculo (aceite de oliva); Grupo Ill: Control positivo (induccién de cancer con NiO);
Grupo IV: Experimental (induccion de cancer con NiO + extracto acuoso de rizoma (400 mg/kg)); Grupo V: Experimental
(induccidn de cédncer con NiO + extracto acuoso de tallo (400 mg/kg)); Grupo VI: Experimental (induccién de cancer con
NiO + extracto acuoso de hoja (400 mg/kg)); Grupo VII: Experimental (induccion de cancer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de rizoma (400 mg/kg)); Grupo VII: Experimental (induccién de céncer con NiO + extracto
hidroalcohdlico de tallo (400 mg/kg)); Grupo IX: Experimental (induccién de cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico
de hoja (400 mg/kg)); Grupo X: Experimental (induccién de cédncer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor (400

mg/kg)).
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IX. Discusion
Registro Etnofarmacolégico de C. spicatus

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que el 80 % de la poblacion mundial
utiliza plantas medicinales como forma de atencién primaria a la salud (WHO, 2002). Sin
embargo el conocimiento sobre el uso potencial de dichos recursos biolégicos, se esta
perdiendo a un ritmo acelerado, tal es el caso que en la actualidad los medicamentos sintéticos
han desplazado a las plantas, pese a ello un 30 % de los farmacos son obtenidos en forma
directa o indirecta de éstas. Ante este panorama se ha remarcado la necesidad de preservar de
manera urgente los recursos biologicos y los conocimientos asociados a los mismos, de manera
que esta riqueza cultural debe ser escrita y validada a través de la investigacion
etnofarmacologica, la cual se enfoca principalmente al uso, al afecto, a la dosis empleada y a la
forma de administracion de los recursos vegetales (Gonzalez et al., 2007).

Existen diversos estudios etnofarmacolégicos y etnobotanicos dirigidos hacia la familia
Costaceae, particularmente en el Género Costus con 2 especies principales; Costus ¢ylindricus Jacq
y Costus pictus D. Don (Pérez et al., 2011). Sin embargo ha surgido en las tltimas décadas un
interés particular a una especie del mismo género, Costus spicatus a la cual se le atribuye la

misma propiedad que es distintiva de su familia, la propiedad diurética.

El estudio etnofarmacolégico de Costus spicatus  refleja que en la Comunidad de Limoén
Chiquito la especie posee propiedades antiinflamatorias, antiespasmodicas y dermatoldgicas,
las cuales tienen similitud a las reportadas bibliograficamente (Keller et al., 2009). De igual
manera se corrobora el uso del rizoma (Bernadete, 1999), tallo (Quintans et al., 2010) y hoja
(Paés et al., 2013) de esta planta en la comunidad, observando que la flor no es una estructura
utilizada por la comunidad debido a que se carece de informacién acerca de su forma de
preparacion, dosis y tiempo de administracion.

Los pobladores utilizan la cafia de jabali estrictamente para uso medicinal destacando su forma
de preparaciéon en infusiones y cocimiento con un tiempo de tratamiento que comprende
desde las 2 semanas a un mes, lo cual hace distintivo el tiempo de administracién de la planta
en dicha localidad. Se tiene reportado en modelos experimentales un periodo de tratamiento
que comprende desde los 15 dias (Quintans et al., 2010) hasta las 10 semanas (Keller et al.,
2009). Con tespecto a la dosis la Comunidad reporté un promedio de 40 g/L de H,O en
contraste con las dosis empleadas en organismos 7z vivo que van desde los 100 mg/kg hasta los
400 mg/kg, siendo esta tltima la dosis que presenta un efecto antiinflamatotio similar a 200
mg/kg de aspirina (Quintans et al., 2010).

Lo manifestado anteriormente, muestra como priotitaria la documentacion etnofarmacologica
de C. spicatus de manera que dicha especie se ha utilizado principalmente como medida de

atencion primaria para la salud.
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Analisis Preliminar Fitoquimico de los Metabolitos Secundarios Presentes en los

Extractos Acuoso e Hidroalcohdlico de C. spicatus

Las plantas son consideradas como organismos fotosintéticos que estan expuestos a ambientes
muy oxidativos, por lo cual poseen un sistema antioxidante muy eficaz. De esta manera, su
estudio ha reportado diversas sustancias conocidas como metabolitos, los cuales tienen efectos
benéficos para la planta y para el hombre (Ludy et al., 2013).

Partiendo de ello, el presente estudio se enfocéd a la fitoquimica de Costus spicatus, a la cual se le
han atribuido numerosas propiedades curativas que han sido empleadas por la Medicina
Tradicional.

Su anilisis consistié en la realizacién de extractos hidroalcohdlicos y acuosos, obteniendo
como resultado en ambos extractos la presencia de ciertos metabolitos secundarios con
actividad biolégica importante como lo son los flavonoides, saponinas, glicosidos
cardiotonicos, esteroides y triterpenos libres en todas las estructuras de la planta. Cabe
mencionar que existen reportes que corroboran la presencia de este tipo de metabolitos
secundarios en diferentes estructuras de la planta, tal es el caso de los flavonoides y saponinas
encontrados en extractos hidroalcohdlicos de rizoma, tallo y hoja, sin dejar de lado la
presencia de éstos mismos en extractos acuosos de rizoma, hoja y flor (Paes et al., 2013).

Los resultados también indican la presencia de alcaloides, taninos, cumarinas, quinonas y
lactonas sesquiterpenicas para ambos extractos, pero a diferencia de los anteriores metabolitos
secundarios, éstos se encuentran distribuidos indiferenciadamente en la planta. Siendo los
alcaloides y los taninos los distribuidos similarmente entre el tallo, 1a hoja y la flor para ambas
extracciones, siguiendo con lo dicho, las cumarinas se encuentran en los extractos
hidroalcohdlicos de rizoma, hoja y flor asi como su presencia en los extractos acuosos de hoja
y flor. En cuanto a las quinonas y lactonas sesquiterpenicas se identificd su presencia en el
rizoma, hoja y flor de dicha especie en ambas extracciones. De igual manera, existen articulos
que avalan la presencia de alcaloides en extracciones hidroalcohdlicas de rizoma y tallo, ademas
de la presencia de taninos en hoja y flor de la cafna de jabali (Paes et al., 2013). Es importante
mencionar que este es el primer reporte sobre la presencia de cumarinas, quinonas y lactonas

sesquiterpenicas en C. sprcatus por ello es necesario profundizar en su estudio.

Ademas de los resultados obtenidos en esta investigacion, existen reportes que indican la
presencia de 6 tipos de flavonoides en extractos metanolicos de hoja de C. spicatus y la
presencia de saponinas esteroidales en rizoma con el mismo tipo de extraccion (Bernadete et
al., 2003).

Partiendo de ello, un importante foco a tratar es la presencia de flavonoides en la planta, ya que
estos son compuestos con amplia actividad farmacoldgica debido a la estructura quimica que
presentan, pues contienen un numero variable de grupos hidroxilo fenélicos que le confieren la
capacidad de secuestrar hierro y otros metales de transicion (Escamilla et al., 2009). Debido a
ello, se les ha considerado como potenciales moléculas protectoras ante los fenémenos de
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dafio oxidativo, presentando ademas su desempefio terapéutico en diversas patologias tales
como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, ulceras estomacales y

duodenales e inflamaciones (Martinez et al., 2002).

La presencia de este tipo de compuestos en C. spicatus hace posible la validacion de los usos
terapéuticos de esta planta, asi como su funcién antioxidante, puesto que este tipo de
compuesto esta implicado como uno de los componentes polifenélicos que presenta un
mecanismo de acciéon reductora en las interacciones con las especies reactivas de oxigeno y
otros radicales, retirando el oxigeno reactivo de aniones superoxidos, radicales hidroxilos,
peroxidos lipidicos o hidroperdxidos, bloqueando la acciéon deletérea de dichas sustancias
sobre las células (Zulueta et al., 2009).

Diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion
lipidica de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacién de los glébulos rojos o la auto-
oxidacién de los homogenados de cerebro (Ursini et al.,, 1994). Asi mismo, se han realizado
estudios que implican la inhibicién de la peroxidacion lipidica producida por el hierro y
aumentando la concentracion de glutation en la mucosa intestinal de ratas alimentadas durante
tres dfas con quercetina (Merck, 2000). La presencia de quercetina en C. spicatus hace mas
atractiva la propuesta de uso como potencial antioxidante, ya que la quercetina es considerada
como uno de los flavonoides que mejor retne los requisitos para ejercer una efectiva funcion
antioxidante, puesto que presenta una capacidad antioxidante de 4.7 mM medida como Trolox,
lo que resulta 5 veces mayor al demostrado por las vitaminas E y C y tiene una hidrosubilidad
similar a la de la vitamina E (Laughton et al., 1989). Presenta efectos sinérgicos con la vitamina
C, de manera que combinada con ésta permite al flavonoide mantener sus funciones
antioxidantes durante mas tiempo, por otra parte la quercetina protege de la oxidacién a la

vitamina E con la cual también presenta efectos sinergizantes.

En el higado se ha descrito que la quercetina es capaz de inhibir la activaciéon de las células
estrelladas, asi como la producciéon de 6xido nitrico, alterando vias de expresion de proteinas
celulares (Kawada et al., 1998), esto aunado a estudios z vitro donde se ha comprobado que
diversos flavonoides inhiben la expresion de 6xido nitrico sintetasa y la formaciéon de 6xido
nitrico en macréfagos estimulados por LPS (Autore et al., 2001). También se tienen reportes
en ratas con obstruccion biliar en las que se produce estrés oxidativo y una reducciéon de las
defensas antioxidantes donde el tratamiento con quercetina ha demostrado la prevencién de la
peroxidacion lipidica, la atenuacién de los depésitos de colageno y el proceso de fibrogénesis
hepatica (Peres et al,, 2000). Ensayos clinicos han comprobado que la administracién
profilictica de flavonoides disminuye la produccién de radicales libres en la reperfusion
después del bypass en cirugia de reemplazamiento vascular (Miranda et al., 2000).

Otro tipo de flavonoide encontrado en las hojas de C. spicatus es el kaempferol, el cual junto
con la quercetina controla las concentraciones intracelulares de glutatién, actuando a nivel del
gen de regulacién, son capaces de aumentar el nivel en un 50 % induciendo el sistema
antioxidante celular y contribuyendo a la prevencion de enfermedades (Myhrstad et al., 2002).
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Por lo tanto, los flavonoides muestran efectivamente la capacidad antioxidante que depende
fundamentalmente de su capacidad de eliminar hierro, hecho que se ha comprobado en células
U937 tratadas con el agente toxico terbutilhidroperéxido que aun en muy bajas
concentraciones son capaces de evitar la rotura y la oxidaciéon del ADN (Sestili et al., 2002).
Aunado a esto, se ha visto que inhiben enzimas involucradas indirectamente en los procesos
oxidativos, como la fosfolipasa A,; al mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas
propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superdxido dismutasa (Sudheesh et al., 1999).

Estudios 7z wivo e in vitro han demostrado que los flavonoides tienen una accion
antiproliferativa, anticarcinogénica y quimopreventiva, la cual confirma el papel protector de la
quercetina ejerciendo efectos de inhibicion frente a células cancerigenas en humanos: en colon
(Ranelletti et al., 1992), glandula mamaria (Birt et al., 2001), ovario (Scambia et al., 1990),
region gastrointestinal (Yoshida et al.,, 1990) y en leucemia (Ren et al.,, 2001). En cancer de
mama su accion anticancerigena podria deberse a su potente capacidad de inhibir la actividad
de la aromatasa evitando de esta forma androgenos en estrogenos (Pouget et al., 2002).

Las saponinas son otro tipo de metabolitos dilucidados en todas las estructuras de la planta y
presentes en los dos tipos de extracciones. Las cuales son reconocidas por presentar diversos
efectos biolégicos que incluyen la actividad antitumoral, antiinflamatoria, antiparasitaria,
hipocolesterolémica, molusquicida y antimicrobiana (Burris et al., 2012). Estudios realizados
muestran que estos efectos estan relacionados con sus propiedades de disrupcion de
membranas celulares y de formaciéon de micelas con acidos biliares (Puangpraphant et al.,
2011), ademas que han demostrado importantes efectos citotoxicos sobre células tumorales
A549, Hel.a, HL-60, KB (Sparg et al., 2004).

En la familia Costaceae, la especie Costus pictus ha reportado la presencia de este tipo de
metabolito al cual le ha atribuido su efectiva funcién analgésica (Shiny et al., 2013). Varios
estudios han informado de efectos benéficos sobre la actividad antioxidante que presentan
este tipo de compuestos en ensayos i vitro e in vivo (Chen et al., 2014).

Otro tipo de metabolito identificado en los extractos acuosos e hidroalcohélicos de C. spicatus 'y
que se encuentra en todas las estructuras de la planta son los glicésidos cardioténicos. Se
tienen referencias de la actividad anticancerigena de este tipo de metabolitos a través del
incremento de la expresion de Fas, incremento en los niveles de p21, alteracion de la fluidez de
la membrana y la inhibicién de la topoisomerasa II (Prassas et al., 2008). Numerosos estudios
sugieren la utilizacion de glicésidos cardiotonicos para el tratamiento del cancer, por lo cual
han desarrollado diversos experimentos 7z witro donde se confirman los efectos
antiproliferativos y apoptoticos en lineas celulares de cancer de mama (Bielawski et al., 2000) ,
prostata (McConkey et al., 2000), melanoma (Newman et al., 2000), pancreas (Newman et al.,
2007), pulmoén (Mijatovic et al., 2000), leucemia (Kawazoe et al.,1999), neuroblastoma (Kulikov
et al.,, 2007) y adenocarcinoma renal (Lopez et al., 2005). Sin embargo atn no se encuentran
dilucidados por completo los mecanismos que hagan posible este efecto, asi como el tipo de
glicosido cardiotonico que lo ejerza. Estudios 7z vivo han demostrado que la combinacion de
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glicosidos cardioténicos con radioterapia ha sido eficaz, esto fue mostrado con la aplicacion de
onabain en células humanas de adenocarcinoma de pulmén sugiriendo que las células tratadas
con este tipo de compuestos se acumulan en la fase G2m, en la que son mas sensibles a la
radiacion (Nasu et al., 2002). Ir vitro e in vivo los estudios realizados han informado la capacidad
de inhibir tumores en la etapa de carcinogénesis (Inada et al., 1993), pese a que en altas
concentraciones la citotoxicidad de algunos glicésidos cardiotonicos puede resultar
contraproducente, afortunadamente estudios en digitoxina han demostrado que en
concentraciones bajas estos compuestos ejercen un importante efecto citoprotector que puede
ser empleado en futuras terapias para el tratamiento de isquemia cerebral y enfermedades
neurodegenerativas (Ahmed et al., 2008), asi como para el tratamiento del cancer donde se ha
implementado una nueva fuente conocida como neoglicorandomizacion para la obtencién de
farmacos de primera linea (Langenhan et al., 2005).

Los esteroides y triterpenos libres también han sido estudiados por presentar propiedades
antiinflamatorias, citotoxicas, anticancerigenas y antimicrobianas (Tholl et al., 2000). Existen
estudios que indican que este tipo de metabolito secundario puede inhibir la sefializaciéon del
factor NF kB que es el principal regulador de los procesos inflamatorios y de cancer, sefialando
que la presencia de este tipo de compuestos en la planta puede tener un potencial
anticancerigeno (Salminen et al., 2008). Se ha demostrado que el Celastrol es capaz de inducir
apoptosis a través de la inhibicion de NF k@ en células tumorales (Sethi et al., 2007). En la
familia Costaceae el género Costus reporta en la mayoria de sus especies la presencia de
esteroides y triterpenos libres (Balunas et al., 2005).

Entre los candidatos prometedores para el desarrollo de farmacos que ayuden al tratamiento
del cancer encontramos a las quinonas y lactonas sesquiterpenicas, las cuales presentan
diversos ensayos clinicos dirigidos para el tratamiento de esta patologia. La Cribrostatin 6 es
una quinona de origen natural la cual ha sido aislada y sintetizada para uso clinico, estudiada en
lineas celulares de cancer en las cuales induce apoptosis. Se han realizado diversos estudios que
implican su papel en el ciclo celular y en la produccién de especies reactivas de oxigeno al
inducir la muerte celular por la via de alquilacién de ADN (Tucker, 2010). En cuanto a las
lactonas sesquiterpenicas se tienen cerca de 1500 publicaciones que le adjudican propiedades
anticancerigenas y antiinflamatorias debido a que poseen un centro alquil reactivo, una cadena
lipofilica y una geometria molecular con caracteristicas electronicas (Zhang et al.,2005).
Estudios i vitro e in vivo han reportado la inhibicién de tumores en cancer prostata (Denmeade
et al., 2005), melanoma (Berger et al., 2005), pulmén (Zhang et al., 2008), lupus nephritis(Lu,
2002) y en carcinoma de laringe (Singh et al., 2002), sin embargo a pesar de presentar aparente
selectividad hacia las células tumorales y sus favorables caracteristicas, las lactonas
sesquiterpenicas presentan algunos inconvenientes, como lo son su biodisponibilidad al tener
amplias interacciones con proteinas plasmaticas y hidrofobicidad, ademas de presentar
toxicidad no deseada en células normales (Ghantous et al., 2010). En el género Costus la
presencia de este tipo de metabolito ha sido reportada en la especie Costus speciosus (Sabitha et
al.,, 2012).
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Por ultimo entre los metabolitos encontrados en C. spzatus que se encuentran distribuidos
indiferenciadamente en la planta, encontramos a los taninos los cuales presentan propiedades
astringentes debido a su estructura quimica rica en grupos hidroxilos (Kumar et al., 2012). Los
taninos son compuestos naturales fendlicos los cuales forman complejos con diversas

proteinas que los hace menos susceptibles a fenémenos de dafio oxidativo.

Un estudio realizado muestra que los taninos eran de 15- 30 veces mas eficaces en la
eliminaciéon de radicales peroxilo que un compuesto fendlico simple y presentan importantes
propiedades antioxidantes (Hagerman et al., 1998). Existen reportes sobre la presencia de
alcaloides en la familia Costaceae, especialmente en Costus specions donde se le han realizado
estudios acerca de su actividad anestésica (Sabitha et al., 2012). En contraste con las cumarinas
que de igual manera presentan propiedad antioxidante por presentar una estructura quimica
que contiene varios grupos hidroxilo y que en algunos casos varias de ellas puedes inhibir la
peroxidacién lipidica y secuestrar especies reactivas de oxigeno, caracterizadas por presentar
propiedades antiinflamatorias y anticoagulantes (Borges et al., 2005). No obstante, pese a ser
compuestos con actividad antioxidante no se han realizado estudios en lineas celulares de

cancer o en animales experimentales.

Como se puede observar los extractos hidroalcohélicos mostraron la presencia de un mayor
numero de metabolitos secundarios respecto a los extractos acuosos, esto debido a la polaridad
de arrastre que presentan ambos extractos. Existen estudios que corroboran la eficacia en la
utilizacién de extractos hidroalcohdlicos puesto que las disoluciones hidroalcohodlicas son mas
eficientes que el agua en la extracciéon de compuestos fendlicos (Yilmaz et al., 2000).

Se tiene conocimiento que el tiempo y la temperatura de extracciébn son parametros
importantes para optimizar el proceso, por ello en la extraccién hidroalcohdlica se manejé un
tiempo equivalente a un mes a temperatura ambiente. Por el contrario la extraccion acuosa se
realizé en un tiempo de 25 min a punto de ebullicién lo cual segun lo reportado, un
determinado valor de temperatura puede comenzar a producir la transformacién o degradacion
de los compuestos de interés (Maier et al., 2008), pese a ello este tipo de extraccion es la mas
empleada en la comunidad.

Efecto de los Extractos Acuoso e Hidroalcohdlico de C. spicatus Sobre los Niveles de
Oxido Nitrico

Las especies reactivas de oxigeno y las especies reactivas de nitrégeno son bien conocidas por
jugar un doble papel, ya sea como especies perjudiciales o benéficas. A bajas concentraciones
dichas especies regulan diferentes funciones fisioldgicas importantes como vias de sefializacion
celular, regulacion de la defensa autoinmune, induccién de respuesta mitogénica, transduccion
de sefal y la transcripcion de genes. Por otro lado su sobreproduccién da como resultado a un
fenémeno conocido como estrés oxidativo, el cual es nocivo para diversas estructuras celulares
incluyendo lipidos, proteinas, membranas celulares e incluso al propio ADN (Soodabeh et al.,
2013).
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Entre las especies reactivas de mayor interés encontramos al 6xido nitrico que si bien cumple
con importantes funciones de sefializacion fisiologica en concentraciones normales, también es
participe en diferentes vias de sefializaciéon patolégicas cuando existe una sobreproduccion.
Existen estudios que corroboran su participacion en procesos inflamatorios como carcinomas,

esclerosis muscular, artritis y colitis (Mohammad et al., 2010).

Ante este panorama el cuerpo humano ha desarrollado una serie de mecanismos para
contrarrestar dicho dafio, el cual es denominado sistema de defensa antioxidante. Dicho
sistema esta conformado por componentes que se producen de manera interna o externa
conocidos como antioxidantes, los cuales pueden ser producidos de manera interna o externa.
Estos antioxidantes son capaces de secuestrar radicales libres y de mejorar el sistema de
defensa inmune, asi como reducir el riesgo de padecer cancer y otras enfermedades
degenerativas (Pham et al., 2008). El interés por estudiar este tipo de moléculas se ha hecho
creciente estos ultimos afios, buscando fuentes fitoquimicas que puedan proteger al cuerpo
humano de diferentes enfermedades entre ellas el cancer (Terao et al., 1997). Partiendo de ello,
el presente estudio se analiz6 el efecto de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de C. spicatus
sobre el NO, radical conocido por estar implicado en el proceso de carcinogénesis a través de
mutaciones sobre p53 (Diaz, 2004).

Los resultados obtenidos en plasma de los ratones hembra de la cepa CD-1 (Fig. 11) muestran,
que efectivamente los niveles de nitritos disminuyen con la aplicacién de los extractos acuosos
e hidroalcohdlicos de la cafna de jabali, pese que los organismos fueron tratados con 6xido de
niquel. Existen estudios que relacionan el proceso de carcinogénesis con la exposicion del
oxido de niquel a través de cambios en la metilacion del ADN, modificaciéon de las histonas y
la red de microRNA creando una alteracién epigenética que contribuye a la iniciacion y
progresion tumoral (Hong et al., 2013). Partiendo de esto, se tiene conocimiento que la
actividad de los nitritos en plasma sanguineo de ratén se ve afectada con la exposiciéon de
compuestos alteren la producciéon de esta molécula (Mayuko et al., 2004). El tratamiento con
los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de C. spicatus disminuyen significativamente la
concentraciéon de oxido nitrico plasmatico, siendo mayor el efecto en los extractos
hidroalcohdlicos en especial los de tallo y hoja.

En el higado, al igual que en otros 6rganos el 6xido nitrico cumple diversas e importantes
funciones. Entre ellas se destaca su papel como mediador primario de lesiones en células
hepaticas, asi como su implicaciéon en el los procesos de apoptosis, esto dependiendo al
microentorno en el que es generado, asi como la actividad de las 6xido nitrico sintasas
(Hortelano et al., 1997).

En C. spicatus los extractos acuosos e hidroalcoholicos mostraron una disminucion significativa
en la concentracion de nitritos en higado (Fig. 12), siendo particularmente los extractos
hidroalcohdlicos los de mayor efecto. Estudios sefialan que en bajas concentraciones el 6xido
nitrico producido por la eNOS es necesario y suficiente para mantener la perfusion y
proporcionar los efectos antiinflamatorios y antitromboéticos. Sin embargo a concentraciones
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altas el oxido nitrico puede conducir a un dafio mitocondrial y en el ADN, asi como la
generacion de radicales peroxinitritos (Tuncyurek et al., 2000).

Por lo tanto, los resultados obtenidos sobre las concentraciones de nitritos en plasma e higado
indican que la cafa de jabali presenta un significativo efecto regulador contra la generacion de
este compuesto, lo que confirma el uso en particular de las estructuras de rizoma, tallo, hoja y
flor para el tratamiento de enfermedades que conlleven procesos inflamatorios, entre ellos el

cancet.

Efecto de los Extractos Acuoso e Hidroalcohdlico de C. spicatus en la Actividad de la
Catalasa

La actividad de la enzima catalasa constituye uno de los primeros mecanismos de defensa
contra la oxidacién inducida por los radicales libres, ya que contiene una de las actividades
cataliticas mas rapidas que se conocen. Su expresion se encuentra elevada en higado y sangre
(Peraza, 2008).

Partiendo de esto, la actividad de dicha enzima fue evaluada en higado y plasma de ratones
inducidos a cancer. Obteniendo como resultado en los extractos acuosos de rizoma y hoja una
actividad enzimatica significativa, al igual que en los extractos hidroalcohélicos de tallo y hoja.
En sangre, la actividad de la enzima catalasa conforma uno de los principales sistemas de
detoxificacion ya que ésta permanece en constante contacto con diferentes potenciales
dafinos, entre ellos las especies reactivas de oxigeno (Rauchova et al., 2004).

En contraste los resultados obtenidos en higado reflejan una actividad significativa en los
extractos hidroalcohdlicos de rizoma, tallo, hoja y flor, teniendo un mayor efecto en el

tratamiento con los extractos de tallo y hoja.

Claramente se observa que los resultados obtenidos en plasma difieren a los obtenidos en
higado. Esto debido a que existen estudios que indican que la actividad de la catalasa se ve mas
afectada en el higado puesto que este 6rgano es blanco en los procesos de tumoracion, por el
contrario en el plasma donde su actividad es afectada pero no de manera sustancial
(Lutostawska et al., 2003).

Finalmente, se tiene conocimiento que los radicales libres son capaces de aumentar o disminuir
el riesgo de cancer basado en diversas situaciones, entre ellas el estrés oxidativo. Esto a través
de la generacién excesiva de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno que se encuentran
implicadas en el proceso de carcinogénesis, ya sea mediante un dafio permanente al ADN,
causando mutaciones en p53 o bien interfiriendo en la actividad de los factores de
transcripciéon como el factor NF-kB (Soodabeh et al.,, 2013). Aunado a esto, una de las
alternativas promisorias hoy en dia para el tratamiento del cancer es la terapia antioxidante,
siendo los antioxidantes de origen natural los de mayor interés. Bajo esta linea diversos
investigadores han dilucidado mecanismos que permitan la compresién de estos compuestos
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en dicho proceso, ya sea a través de la inhibicién de la tumorigénesis o por la prevencion de
lesiones oxidativas al ADN (Cragg, 2005).

Existen reportes que sefialan que los componentes fenolicos constituyen uno de los principales
y mayores grupos que presentan una fuerte actividad antioxidante. Entre los compuestos
fenolicos de mayor interés encontramos a los flavonoides, glicosidos cardiotonicos, taninos,
lactonas sesquiterpénicas y quinonas, las cuales se encuentran presentes en C. spicatus. La
habilidad de estos compuestos fenolicos como agentes antioxidantes esta basada en su
capacidad de donar atomos de hidrégeno, asi como sus propiedades estructurales idoneas para
secuestrar radicales libres. Como hemos observado anteriormente, los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos presentan una disminucién significativa en las concentraciones de 6xido
nitrico, tanto en plasma como higado asi como una recuperacion en la actividad enzimatica de
la catalasa pese a ser organismos que presentan un estrés oxidativo constante al estar presente

el proceso de carcinogénesis (Rajkapoor et al., 2010).

Efectivamente la presencia de este tipo de metabolitos secundarios hace posible la actividad
biolégica que presentan dichos extractos observando una marcada diferencia en la extraccion
hidroalcohdlica. Posiblemente uno de los componentes que mayoritariamente ejerce esta
accion sea la presencia de quercetina y kaemferol presente en la hoja de C. Spicatus, sin
embargo al poseer mayoritariamente los metabolitos de interés los resultados indican que esta
actividad antioxidante esta ligada al conjunto de compuestos presentes en la planta. De esta
manera, la presente investigacion demuestra la eficacia que presenta C. spicatus ante fenémenos
de dafio oxidativo, haciendo presente que la utilizacion de la cana de jabali para al tratamiento
de diversas enfermedades relacionadas con los procesos inflamatorios es eficaz.

No obstante, el presente estudio marca una pauta importante para realizar investigacion acerca
de esta especie como posible agente anticancerigeno.
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X. Conclusiones

El presente estudio realizado con el fin de evaluar el potencial antioxidante de C. spicatus nos
permite elucidar:

- Respecto al registro etnofarmacolégico obtenido de la comunidad Totonaca que las
estructuras mas utilizadas dentro de la poblacién y con mayor efecto benéfico para
dicha comunidad son el tallo y la hoja.

- En cuanto al anilisis preliminar fitoquimico los flavonoides, saponinas, glicésidos
cardioténicos, esteroides y triterpenos libres predominaron en la especie, obteniendo
mediante reacciones coloridas la presencia de estos metabolitos en todas las estructuras
de la planta.

- El efecto de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos sobre la concentraciéon de
nitritos en plasma e higado disminuyé significativamente, lo que con lleva a una
disminucién de radicales libres con la aplicacion de dichos extractos. Observando que
las estructuras de hoja y tallo presentan mayor efecto.

- Laactividad de la enzima catalasa efectivamente fue modificada significativamente con
la aplicaciéon de los extractos hidroalcohdlicos de hoja y tallo

Finalmente se concluye que Costus spicatus (Jacq.) Sw., presenta actividad antioxidante.
Obteniendo que los extractos hidroalcohdlicos y acuosos presentan un efecto protector ante el
dafo oxidativo, dilucidando entre las estructuras mas eficaces de mayor a menor grado la hoja,
el tallo, la flor y el rizoma. Sugiriendo que dicho potencial es debido en conjunto a la presencia
de compuestos fendlicos presentes en la especie.
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XIl. Anexos

Universidad Nacional Auténoma de México

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
vaiversoap Nacioxal. - Unidad Multidisciplinaria de Investigacion, L.7. P.A. Terapia Molecular

AVENMA DE
MEXICO
N° de Entrevista:
Fecha:
Sexo:
Nombre del entrevistado: Edad:

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

3. ¢éCon qué nombre (s) conoce a la planta?

4. ¢Cudl es el uso que usted le ha dado a la planta?

5. ¢éConoce algln otro uso de la planta?

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

7. éQué parte de la planta utilizo? éTuvo una preparacion? éSe usa sola o combinada?

8. ¢le advirtieron sobre algun efecto adverso sobre el uso de la planta?

9. ¢Coémo fue su aplicacién?

10. ¢Cémo inicio y progresd su padecimiento?

11. ¢Cuanto tiempo transcurrié desde la deteccion del problema hasta el inicio del
tratamiento?

12. ¢Cudnto duré el tratamiento y con qué frecuencia?

13. ¢Cuales fueron sus observaciones mas importantes durante el tratamiento?
14. ¢Ademas de utilizar la planta, tenia otro tratamiento? ¢Cual era?

15. ¢Presento algunas molestias durante el uso?

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

Nota:
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12.2 Reacciones Quimicas utilizadas para la Identificacién de Metabolitos Secundarios
Alcaloides

Reactivo de Mayer: Se prepara disolviendo 0.65 g HgCl, (J.T. Baker, grado RA) en 30 ml de H2O y 2.
5 g de KI (Meyer, grado RA) aforado a 50 ml. Los alcaloides se detectan a la formacién de un
precipitado blanco o de color crema soluble en C2H4O5 y C2HO.

Reactivo de Dragendorf: Se prepara mezclando 2g de (Bi(INO3)3-5H2O (J.T. Baker, grado RA) en 5
ml de HNO3 al 30% con una soluciéon de 6.8 % KI (Meyer, grado RA) en 12.5 ml de H>O. Se deja en
reposo por 24 hr , se decanta y se afora a 25 ml. La presencia de alcaloides se detecta por la formacion

de un precipitado naranja-rojizo cuando se le adiciona el reactivo a una solucién acida de alcaloides.

Reactivo de Wagner: Se disuelven 0.31 g de I sublimado (J.T. Baker, grado RA) y 0.5¢ de KI (Meyer,
grado RA) en 25 ml de H20. Los alcaloides se detectan a la formacién de un precipitado de color
naranja-rojizo.

Cumarinas:

Reactivo de Baljet: Se prepara disolviendo 0.25g de C¢H3N307 (Meyer, grado RA) en 25 ml de CoHqO
y 2.5¢ de NaOH (J.T. Baker, grado RA) en 25 ml de H2O. La prueba es positiva cuando aparece una
coloracién o precipitado de color rojo.

Reactivo de Hidroxamato Férrico: Se prepara una solucién de Clorhidrato de hidroxilamina (J.T.
Baker, grado RA) 2% CoHO y NaOH (J.T. Baker, grado RA), se calienta de 2-5 min a 100° C hasta
que aparezca una espuma de color rojizo. Se enftia y acidula con HCL y se afiade FeCls (J.T. Baker,
grado RA), la formacién de una coloraciéon violeta da positiva la prueba.

Esteroides y Triterpenos libres

Reactivo de Lieberman-Burchard: Se prepara mezclando 1 ml de CHCLsy 1 ml de C4H¢O3 (Sigma,
grado RA). La formacién de una coloracién azul — verde indica la presencia de un nucleo esteroide. Si
la coloracién es roja- naranja indica la presencia de nucleo triterpenico.

Flavonoides

Reaccion de Shinoda: Los extractos acuosos e hidroalcoholicos se disolvieron en C;HgO y se le
adicionaron limaduras de Mg (J.T. Baker, grado RA), posteriormente se adiciono HCL gota a gota,

hasta la formacién de una coloracién violeta, rojiza o naranja que destaca la presencia de flavonoides.
Glicosidos Cardiotonicos

Reactivo de Baljet: Se prepara disolviendo 0.25g de C¢H3N307 (Meyer, grado RA) en 25 ml de C2HqO
y 2.5¢ de NaOH (J.T. Baker, grado RA) en 25 ml de H2O. La prueba es positiva cuando aparece una
coloracién o precipitado de color rojo.

Reactivo de Keller- Killiani: Se prepara disolviendo 1 g de FeCls:6H2O (Mallinckrod, G.A), 2% en
C2H4Og, se aplica 1 ml a los extractos e inmediatamente se agrega gota a gota HxSOy, la formacion de

una coloracién verde o parda, da positiva la prueba.
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Reactivo de Lieberman-Burchard: Se prepara mezclando 1 ml de CHCL;y 1 ml de C4HsO3 (Sigma,
grado RA). La formacién de una coloracién azul — verde indica la presencia de un nucleo esteroide. Si

la coloracién es roja- naranja indica la presencia de nicleo triterpenico.
Lactonas Sesquiterpenicas

Reactivo de Hidroxamato Férrico: Se prepara una solucién de Clorhidrato de hidroxilamina (J.T.
Baker, grado RA) 2% CoHO y NaOH (J.T. Baker, grado RA), se calienta de 2-5 min a 100° C hasta
que aparezca una espuma de color rojizo. Se enftia y acidula con HCL y se afiade FeCls (J.T. Baker,
grado RA), la formacién de una coloracion violeta da positiva la prueba.

Reactivo de Lieberman-Burchard: Se prepara mezclando 1 ml de CHCLsy 1 ml de C4H¢O3 (Sigma,
grado RA). La formacién de una coloracién azul — verde indica la presencia de un nucleo esteroide. Si
la coloracién es roja- naranja indica la presencia de nucleo triterpenico.

Naftoquinonas y Antroquinonas

Reaccion Borntriger-Kraus: Los extractos acuosos e hidroalcoholicos se trataron con una solucién
de KOH (J.T. Baker, grado RA) al 5%, se filtré y acidulo con 3 gotas de HCL, se sacudié con CsHg y se
dejé en reposo durante 3 h. Posteriormente se observa la separacién de a fase bencénica, a la cual se
aflade una solucién de NH4OH (J.T. Baker, grado RA) 2%. La formacién de una coloracién rosa al rojo
intenso dard la prueba positiva.

Saponinas:

Ensayo de espuma: Consiste en agitar las muestras de extractos hasta la formacién de espuma, la
prueba es positiva si la espuma es estable por 15-30 min.

Reactivo de Lieberman-Burchard: Se prepara mezclando 1 ml de CHCLsy 1 ml de C4H¢O3 (Sigma,
grado RA). La formacién de una coloracién azul — verde indica la presencia de un nicleo esteroide. Si

la coloracién es roja- naranja indica la presencia de nucleo triterpenico.
Taninos

Reactivo de Gelatina-Sal: Se prepara disolviendo 0.25 g de gelatina en 25 ml de H2O que contengan
10% NaCl (J.T. Baker, grado RA), la prueba da positivo si se forma un precipitado de color blanco.

Reaccion de Cloruro Férrico: A los extractos acuosos e hidroalcoholicos, se les adiciona de 2 -5 gotas
de cloruro ferrico hexahidratado (Mallinckrod, G.A) al 10 %. La aparicién de una coloracién verde, azul

o negro da positiva la prueba.
Las dos pruebas son necesarias para comprobar la presencia de taninos.

Solucion de Bouin: Se prepara una soluciéon saturada de CsHsN3O7 en 13 ml de formalina al 10%, se
agrega 1 ml de C:H4O» al momento de ser utilizado.
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VNIVESADAD NACIONAL.
AVENMA TE

Mixicp

12.3 Fotografias de Formacion de Tumores

Tumor 75 dias

Tumor 45 dias

Tumor 15 dias

Fig. 15 Formacion de tumor en cuello (lado derecho) del ratéon hembra (cepa CD-1) inducida con NiO.

Fig. 16 Tumor disectado del cuello
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