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I. RESUMEN

Heliotropium angiospermum (Boraginaceae), es una herbacea originaria de América, se
encuentra distribuida desde el sur de Estados Unidos hasta Sudamérica, es popularmente
conocida como “cola de alacran”, y es utilizada en la medicina tradicional para tratar
diversos padecimientos del aparato digestivo, respiratorio y de las vias urinarias.

Entre las especies bioactivas que caracterizan esta especie vegetal se encuentran los
alcaloides derivados de pirrolizidina, lindelofidina, y glicésidos como el blumenol Ay B.

El objetivo de este trabajo fue analizar fitoquimicamente el extracto hidroalcohdlico y
acuoso de Heliotropium angiospermum mediante métodos coloridos; asi como su
actividad antioxidante en un modelo de cdncer inducido con éxido de niquel (NiO).

El analisis fitoquimico consistié en una serie de reacciones especificas para cada
metabolito secundario (glicésidos cardioténicos (Baljet, Lieberman y Keller), alcaloides
(Dragendorf y Mayer), taninos (gelatina-sal), flavonoides (Shinoda), saponinas (espuma),
esteroides y triterpenos libres (Lieberman) y lactonas sesquiterpénicas (Lieberman e
hidroxamato férrico)).

La actividad antioxidante fue analizada in vivo administrando dosis de 5 mg/mL y 10
mg/mL de los extractos (hidroalcohdlico y acuoso) durante 15 dias a ratones hembra de la
cepa CD-1 inducidos a un proceso de carcinogénesis con la finalidad de evaluar
pardmetros como la concentracién de nitritos y la actividad enzimatica de la catalasa en
plasma sanguineo de ratén.

Los resultados obtenidos en esta investigacién muestran que existe disminucidn de la
concentracion de nitritos en plasma sanguineo con la aplicacién de extractos de hoja 10
mg/mL y tallo 5 mg/mL, y los extractos acuosos de hoja 5mg/mL y tallo de 5mg/mL vy
10mg/mL.

Por ultimo se observo incremento en la actividad de la enzima catalasa con la aplicacién
de extractos hidroalcohdlicos de hoja de 5 mg/mL y tallo de 10 mg/mL y los extractos
acuosos de hoja de 5 mg/mL y 10 mg/mL y tallo de 10 mg/mL, por lo que se puede
concluir que la especie vegetal Heliotropium angiospermum presenta moléculas con
efecto antioxidante.

Alejandra Berenice Ramirez Mendoza Pagina | 1
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Il. INTRODUCCION

Desde hace aproximadamente 2,500 millones de afos, cuando aparecieron los vegetales y
generaron oxigeno, se inicid una mutacion progresiva de la naturaleza. Muchas especies
sucumbieron y otras debieron readaptarse.1 La utilizacidn del oxigeno y otros factores en
nuestra vida origina radicales libres (RL), los cuales a través de diversos estudios se ha
demostrado que estdan implicados en la patogenia de muchas enfermedades, siendo
capaces de dafiar en forma reversible o irreversible, diversas biomoléculas muy
importantes para ciertas actividades celulares fundamentales para la vida.?

Los RL se forman naturalmente en el cuerpo y tienen una funcién importante en muchos
procesos normales de las células. Sin embargo, en concentraciones altas, éstos pueden ser
peligrosos para el cuerpo, ya que para conseguir la estabilidad modifican a moléculas de
su alrededor provocando asi la aparicién de nuevos RL, por lo que se crea una reaccidn en
cadena que dafara los componentes principales de las células, incluso el ADN,
las proteinas y las membranas celulares.’

Este dafo, especialmente el generado al ADN puede tener un papel en la formacién
del cancer.* El céncer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial. Se
caracteriza principalmente por un crecimiento anormal, una proliferacién acelerada y no
controlada de las células, con capacidad de formar un tumor y metdstasis en diferentes
tejidos.‘r”6 El estrés oxidante se ha definido como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o
factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado
de la producciéon de especies reactivas del oxigeno. 78

En la actualidad estudios confirman que la ingesta de antioxidantes se ve intimamente
relacionada con la reduccion del riesgo de padecer algun tipo de cancer.® Por lo que en los
ultimos afios ha existido un creciente interés por analizar el efecto que puede tener la
terapia antioxidante mediante diversos compuestos extraidos de las plantas.9

Tomando en cuenta lo anterior en el presente trabajo se realizdé un estudio fitoquimico
preliminar de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum,
mediante métodos coloridos; asi como su actividad antioxidante en un modelo de cancer
inducido con 6xido de niquel.

Alejandra Berenice Ramirez Mendoza Pagina | 2
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I1l. MARCO TEORICO

3.1 Radicales libres (RL)

Un radical libre se puede definir como una molécula (orgdnica o inorgdnica) en general
extremadamente inestable y muy reactiva, el cual presenta una configuracién electrénica
de capas abiertas por lo que llevan al menos un electrén desapareado, el cual es muy
susceptible de crear un enlace con algun otro atomo o molécula (Figura 1). Para conseguir
la estabilidad modifican a moléculas de su alrededor provocando asi la aparicion de
nuevos radicales libres, por lo que se crea una reaccién en cadena que dafiard a muchas
células™.

Radical Libre.

Electron Desapareado (Sin Par)

Fig 1. Estructura de un radical libre

3.1.1 Daiios por RL
Pueden producir diferentes dafios a nivel celular como:

e Atacar lipidos y proteinas de la membrana celular, por lo tanto la célula no puede
realizar sus funciones vitales (division celular, transporte de nutrientes, eliminacion
de desechos, etc.). El radical superdxido O,, que se encuentra normalmente en el
metabolismo, provoca una reaccién en cadena de la lipoperoxidacidn de los acidos
grasos de los fosfolipidos de la membrana celular.

e Atacan a carbohidratos produciendo alteraciones de la estructura, o fragmentacion
con la pérdida de la funcion de estas moléculas.

e Atacan al ADN impidiendo que tenga lugar la replicacién celular y contribuyendo al
envejecimiento celular.**

Alejandra Berenice Ramirez Mendoza Pagina | 3
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3.1.2 Produccion de RL

Los mecanismos de produccién de RL son el resultado natural de la éxido-reduccién de las
moléculas organicas. La formacién de estas moléculas reactivas se da por medio de dos
reacciones, la primera por fusién homolitica y la segunda por fusion heterolitica.
Independientemente de estas reacciones los RL se pueden formar por dos tipos de
factores: enddgenos y exdgenos. 12

e Factores enddgenos

Los RL estan presentes en los procesos normales del organismo tales como el
metabolismo de los alimentos, la respiracion y el ejercicio. La produccién de estas
moléculas se da especificamente por 3 mecanismos; transferencia electrdnica, ruptura
hemolitica y por pérdida de un protén de una molécula.’

e Factores exdgenos

La formacién de RL a nivel extracelular se encuentra dada por factores fisicoquimicos,
como son: radiaciones ionizantes, contaminacidon ambiental, aditivos quimicos en algunos
alimentos, el tabaquismo, dietas ricas en grasas, atmdsferas con altas concentraciones de
oxigeno, la exposicion a algunos metales, medicamentos y pesticidas. B

3.1.3 Reactividad de los RL

Los RL son especies fuertemente oxidativas y atacan a moléculas que contienen en su
estructura dobles enlaces de carbono-carbono o anillos de carbono, de tal forma que,
aminodcidos, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos que componen a las
macromoléculas de la célula, pueden ser “atacadas” y alterar su funcién o estructura. Se
debe tomar en cuenta que, para que exista un dafio a la célula, los RL deben llevar a cabo
tres pasos: Iniciacién la cual consiste en la produccién inicial de los RL ya sea por
alteraciones internas de la célula o por elementos externos a ella; el segundo paso es la
propagacion, en esta fase los RL producen otros RL y éstos a su vez atacan otras moléculas
diseminando el dafio a través de la célula; y por ultimo, el tercer paso a cumplir es la
degradacion, en esta etapa se han producido biomoléculas que la célula no podra utilizar
por lo que seran desechadas.™

3.1.4 Especies reactivas

En la actualidad se conocen 4 tipos de especies reactivas que incluyen: a las especies
reactivas de oxigeno (ERO), de nitrégeno (ERN), de hierro (ERH), y por ultimo a las de
cobre (ERC)." Dentro de este gran grupo de especies reactivas, las mas relevantes a nivel
celular son las ERO y las ERN, ambas definidas por su capacidad prooxidante, que estara
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determinada por factores como: reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad.
16,17, 18

Estos dos tipos de especies reactivas (ERO Y ERN) tienen relevancia importante y su
estudio se ha incrementado en los ultimos afios, ya que son las responsables de generar
muchas patologias humanas. *°

3.1.5 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El oxigeno molecular (O;) es uno de los gases mas importantes de la Tierra, constituye el
21% de la atmdsfera, 89% del peso del agua de mar y al menos 47% de la corteza
terrestre. Por lo mismo, la mayor parte de los seres vivos utilizan el oxigeno para respirar y
obtener energia. Sin embargo, a partir de esta molécula se forman otras mas reactivas
conocidas como ERO.? Esta expresion es un término colectivo que involucra no sélo los RL
derivados del oxigeno, sino también a los pro-radicales derivados de la reduccién
molecular del oxigeno (Tabla 1), y que ademads son muy reactivos, como el perdxido de
hidrégeno (H,0,) y el 4cido hipocloroso (HOCI).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno

\ Radicales Pro-radicales
Superéxido (0, Oxigeno singulete (0O,)
Hidréxilo (OH ) Peréxido de hidrégeno (H,0,)
Peroxilo  (RO;) Ozono (0s)
Alcoxilo (RO Anién peroxinitrito (ONOO )
Hidroperéxilo (HO,) Acido hipocloroso (HOCI)
Tiol (RS Acido hipobromoso (HOBr)

Cabe destacar que las ERO pueden formarse espontaneamente por medio de dos
reacciones; la reaccién de Haber-Weiss y la reaccién de Fenton. En la reaccidn tipo Haber-
Weiss, una especie reactiva reacciona con un pro-radical y de esa manera se forman varios
RL. En la reaccién tipo Fenton, un compuesto pro-radical reacciona con un catalizador
(generalmente un metal de transicion como por ejemplo el hierro) para formar a los RL
(Figura 2)."*

Las ERO regulan diversos procesos celulares y existen muchos sitios dentro de la célula
donde estas pueden formarse, uno de los mas importantes y con mayor formacién de RL
debido a su funcion primordial de produccidn de energia quimica es la cadena respiratoria

de las mitocondrias (Figura 3), seguido por los peroxisomas y el citosol.**%
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Cadena de transporte

electrénico mitocondrial Xantina Oxidasa

‘\

Reaccion de
Haber- Weiss

02+0H' +
o, (o

OH- + ‘ < Reaccion de Fenton 'A

2 ),

Fe¥ Fe?
Monoamino Oxidasa

Figura 2. Generacion de especies reactivas de oxigeno a partir de las reacciones
de Haber- Weiss y la reaccion de Fenton.”’ Tomada de Rodriguez 2009.

fumarato

2Ht H+ H*
0,53 0,3 4,0,y 022 [0
xi anién réxido d radical
/0. e superdxida p:ldrxbg:n: Hzo hidroxllo seu
birradical R ~ /!
Lesiones oxidativas

(Lipidos, proteinas, hidratos de carbono, ADN)

Figura 3. Transporte mitocondrial como generador de ERO.” Tomada de Marotte et al.
2013
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3.1.6 Especies reactivas de nitrogeno (ERN)

El representante mas relevante de las ERN (Tabla 2) es el é6xido nitrico (NO’), ya que
interviene en diversas funciones bioldgicas, que incluyen vasodilatacion,
neurotransmision, y su actividad antimicrobiana y tumoral, ademds de ser ampliamente
reconocido por su papel de mensajero molecular. El NO es originado a partir de la L-
arginina, y bajo ciertas condiciones éste puede ser transformado a otras ERN, tales como:
el cation nitrosonium (NOY), anién nitroxilo (NO), peroxinitrito (ONOO') y el diéxido de
nitrégeno (NO,). > %

Tabla 2. Especies reactivas de nitréogeno

\ Radicales Pro-radicales
Oxido nitrico (NO.) Acido nitroso  (HNO,)
Didxido de nitrégeno (NOy) Catién nitrosilo (NO¥)

Anidn nitrosilo (NO’)

Tridoxido de dinitréogeno (N,05)
Peroxinitrito (ONOO")

Acido peroxinitroso (ONOOH)
Catién nitrilo (NO,")
Alquil-peroxinitritos (R-OONO)

3.1.7 Oxido nitrico (NO) y su formacién

El 6xido nitrico se forma por la unién de dos atomos de nitrégeno (N) y otro de oxigeno
(0), es una molécula pequefia y neutra que carece de carga, esta caracteristica le permite
difundirse libremente a través de las membranas celulares, es un gas incoloro que se
encuentra en la naturaleza a razén de aproximadamente 10 partes por billén, esta
molécula al estar bajo ciertas condiciones de presion y humedad presenta una vida media
de 3.85a 6.2. 2%

Practicamente todas las células tienen la capacidad de sintetizar NO a partir del
aminoacido L-arginina con la ayuda de la enzima oOxido nitrico sintetasa (NOS). Este
proceso es complejo y requiere de el fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenina
(NADPH), y también la participacidn de cofactores como: dinucledtido de flavina y adenina
(FAD), mononucledtido de flavina y adenina (FMN), tetrahidrobiopterina (H4B) y hierro
protoporfirina IX (hemo) y son dependientes de calcio (Figura 4). %
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Figura 4. Sintesis del NO. Modificada de Diaz et al., 2009.

En las células se han identificado 3 isoformas de la enzima NOS, dos de ellas, la endotelial
y la neuronal, estan presentes en las células en todo momento y por ello se denominan
formas constitutivas (cNOS). La tercera es inducible (iNOS) y se expresa como respuesta a
diferentes estimulos. Las cNOS, median las respuestas vasodilatadoras endotelio-
dependientes, mientras que la forma neuronal, son calcio-calmodulina dependientes, y
estan presentes en el endotelio, plaguetas, miocardio, tejido nervioso y musculo
esquelético y por ultimo la iNOS calcio-independiente puede ser liberada de células

endoteliales, musculo liso vascular, miocitos, macrofagos y neutréfilos. > %

3.1.8 Radicales libres y carcinogénesis

Los dafios generados por las ERO y ERN incluyen modificaciones de las macromoléculas
celulares, como lipidos, donde ocurre peroxidacién modificando la estructura de la
membrana; proteinas, donde pudiera perderse la reactividad enzimatica; y ADN, dando
lugar a la carcinogénesis. 19

La molécula de ADN al ser uno de los principales blancos del ataque por RL en la célula, sufre
modificaciones las cuales son relevantes para la pérdida de la homeostasis celular, la cual
puede prolongarse como consecuencia de las funciones del ADN como reservorio activo de
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informacion. Por esta razén se estudian intensamente los agentes y mecanismos del dafo
27
por ERO y ERN.

En la molécula de ADN, los grupos nucleofilicos de la desoxirribosa y de las bases
nitrogenadas quedan expuestos al ataque electrofilico de las ERO, que llegan al interior del
nucleo celular, ya sean generadas como consecuencia de un agente externo, o por medio de
procesos metabdlicos celulares.”®

La carcinogénesis se desarrolla como un proceso microevolutivo que requiere de la
acumulacién de multiples eventos que tienen lugar en un clon de células y comprenden 3
estadios: el primer estadio es conocido como iniciacién y en esta etapa se da la induccién
de mutacidon en el ADN de una célula somatica; en el segundo estadio o promocion se
lleva a cabo una estimulacién de la expansidon tumoral del clon mutado; y en la Ultima fase
llamada progresién se encuentra la malignizacion del tumor. En estudios realizados se ha
comprobado que las ERO y ERN pueden estimular el desarrollo tumoral en las 3 etapas

mencionadas. 2°3%3!

En las ultimas decadas se destaca el posible papel de las ERO en la angiogénesis, este
proceso es de gran significaciéon en el desarrollo y posterior difusién de las células
tumorales, donde los breves episodios de hipoxia-reoxigenacién, sobre las células del
endotelio microvascular humano, causaron la formacién de ERO y la activacion del factor

de transcripcion nuclear (NF-Kappa B), acelerando significativamente el grado de
morfogénesis tubular o neovascularizacién de dicho proceso.?®

3.1.8.1 Radicales libres y su accion en diferentes tipos de cancer

Diversos estudios experimentales han tratado de dilucidar el mecanismo de accion
implicado en la transformacién maligna de la célula inducida por los RL (Tabla 3).

Tabla 3. Accion de los radicales libres sobre diferentes tipos de cancer

Tipo de cancer Accion de RL |
Mama Acumulacion de mutaciones en BRCA1/2.32 Aumento de 8-oxo-dG>>**
Pulmén Aumento de 8-oxo-dG.>*>**
Préstata Mutan p53, asociadas a una sobreexpresion de Bcl-2.>> Aumento de 8-oxo-dG.>>**
AGS, Gastrico Inducen la expresidon de uPAR (activador del receptor uroquinasa de plasminégeno)
via Erk-1/2 y AP-1, estimulando sucapacidad invasiva.®®
Colorectal Alteraciones moleculares en genes supresores de tumores, como el 5q (APC y MCC),

el 17p (p53), el 18q (DCC) y el 22q.%”
Leucemia linfoide Aumento de peroxidacion (MDA y 8—oxo-dG).38
Ovario Aumento de 8-oxo-dG>***
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3.2 Agentes antioxidantes

Las células han desarrollado mecanismos que las protegen del efecto nocivo de los RL con
base en un complejo sistema de defensa constituido por los agentes antioxidantes. Asi,
cuando se incrementa la produccidon de estas moléculas reactivas, estos mecanismos se
activan para controlar y estabilizar el ambiente redox intra o extracelular. Los
antioxidantes se definen como aquellas sustancias que, presentes en bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retardan o
previenen la oxidacion para proteger a los diferentes drganos y sistemas. Al interactuar
con el radical libre, el antioxidante cede un electrén, se oxida y se transforma en un
radical libre débil no téxico (figura 5). *°

antioxidante radical libre

Figura 5. Interaccion de radicales libres con antioxidantes.

3.2.1 Clasificacion de los agentes antioxidantes
Existen dos tipos de antioxidantes:

e Enddgenos: Son aquellos que se producen por el propio sistema biolégico, y se les
conoce como enzimaticos.

e Exdgenos: Son aquellos que provienen a partir de la dieta consumida y son
conocidos como no enzimaticos (Tabla 4).

Los antioxidantes cuentan con diversas propiedades y cada uno de ellos mediante el

. . 1z s . 10,39
sistema bioldgico neutralizara a los RL como se muestra en la Tabla 5. ™
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Tabla 4. Clasificacion de los antioxidantes

\ Antioxidantes \

Enzimaticos No enzimaticos
Enzima glutation peroxidasa (GPx) Vitamina E o alfa-tocoferol
Catalasa Vitamina C o acido ascérbico
Glutation reductasa Carotenoides
Glutation S transferasa Acido urico.
Proteinas que se unen a metales (ferritina, Bilirrubina.
transferrina)
Albumina.
Melatonina
Estrogenos
Polifenoles

Tabla 5. Propiedades de los principales antioxidantes y tipo de radical libre que neutralizan.

Superoxido dismutasa

Enzima intracelular o extracelular responsable
de remover los radicales superdéxidos.

Catalasa

Esta enzima presente en los peroxisomas,
remueve al perdxido de hidrégeno.

Glutation peroxidasa

Esta enzima intracelular contiene selenio,
remueve los radicales perdxidos.

Vitamina C (Acido ascérbico)

Es un poderoso inhibidor de la oxidacidon de
lipidos, regenera la vitamina E y es protector de
los efectos del tabaco. Actua especificamente
con el radical superéxido anidnico y el radical
hidroxilo.

Vitamina E (Tocoferol)

Principal antioxidante soluble en lipidos;
previene la oxidacion de grasas. Actla
especificamente con el oxigeno singulete y el
radical de acido graso polinsaturado.

Glutation

Poderoso antioxidante que protege contra los
efectos daninos de metales pesados, tabaco y
alcohol. Limita la actividad de los radicales
superéxido anidnico, perdxido de hidrogeno,
oxigeno singulete.

Melatonina

Es un antioxidante potente que altera Ia
actividad de las enzima superéxido dismutasa,
glutation peroxidasa y glutation reductasa e
inhibe la actividad de la sintasa de oxido
nitrico. Se ha reportado que la melatonina es
capaz de neutralizar el radical hidroxilo, radical
peroxilo, oxigeno singulete, oxido nitrico y
proteinas oxidadas.

Estrégenos

Neutralizan RL lipofilicos,
peroxidacidon lipidica de
celulares.

disminuyendo la
las membranas
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3.2.2 Catalasa

La catalasa es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los organismos
aerobios. Esta enzima cataliza la dismutacién del perdxido de hidrégeno (H,0;) en agua
(H,0) y oxigeno (O,) (Figura 6), evitando asi que se forme el radical hidroxilo y el oxigeno
singulete, especies de oxigeno que son muy reactivas.*

Catalasa 1/
H20:==H20+*/, O,

Figura 6. Descomposicion del peréxido de hidrégeno mediada por catalasa

Se han identificado tres grupos de catalasas: 1) las catalasas monofuncionales, que
contienen un grupo hemo y estan presentes tanto en los organismos procariotos como en
los eucariotos, 2) las Mn-catalasas, que son enzimas hexaméricas que no tienen hemo,
tienen Mn en el sitio activo y sélo estdn presentes en algunos organismos procariotos
anaerobios y 3) las catalasas-peroxidasas, que tienen actividad de catalasa y de
peroxidasa, contienen hemo y sdlo estan presentes en las bacterias y los hongos.41

La mayoria de los organismos aerobios tienen catalasas monofuncionales, en el hombre,
la catalasa protege la hemoglobina del perdéxido de hidrégeno que se genera en los
eritrocitos. También tiene un papel de proteccion en la inflamacién, evita el

. ., . . . , 40,41
envejecimiento, ayuda a la prevencidon de mutaciones, y ciertos tipos de cancer.™

3.2.3 Terapia antioxidante

La funcidn y efecto que tienen los antioxidantes en la salud es evitar la oxidacién de
sustancias que puedan provocar alteraciones fisioldgicas, por lo que en la actualidad se
estudia el efecto que dichas moléculas puedan tener sobre diferentes enfermedades
(Tabla 6), a esta practica se le conoce como terapia antioxidante. De entre las diversas
enfermedades que se pueden tratar con estos compuestos, se encuentra el cancer, el cual
estd implicado con el estrés oxidativo mitocondrial.*?

La funcién mitocondrial tiene una estrecha relacién con el incremento de RL (en especial
las ERO), por lo que se ha convertido este érgano celular en el blanco farmacolégico para
la investigacion al buscar entender las interacciones que pueden llegar a tener la

mitocondria los RLy los antioxidantes. 224
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Los antioxidantes juegan un papel predominante en la prevencién de diferentes tipos de

cancer, en la actualidad existen numerosos estudios clinicos que describen la efectividad

del uso terapéutico de antioxidantes en dicha enfermeda

42,43,44
d.

Tabla 6. Ejemplos de enfermedades y su posible tratamiento con antioxidantes

‘ Enfermedad Blanco Antioxidante
Infertilidad masculina Espermatozoide Zn
Infertilidad femenina Hormona luteinizante SOD-1

Diabetes Células beta pancredticas SOD-extracelular

VIH Plasma SOD

Cancer Sangre, células, cancerigenas, SOD, GPX, catalasa
higado, pulmdn, rifidn, piel,

ovarios, préstata

Alzheimer, Huntington

Neuronas

SOD-1, SOD, GPX

Parkinson

Neuronas

Catalasa, polifenoles

Dano cerebral

Oclusién arterial

SOD, GPX SOD

Dafio post-isquémico

Cerebro

Catalasa, SOD-1

Enfermedad de Crohn

Tracto gastrointestinal

SOD, GPX, catalasa

Alergia al polen

Células sanguineas

SOD, GPX, catalasa

Pérdida auditiva

Céclea

SOD-1

Por otro lado, y aunado a la terapia antioxidante, en los ultimos afios ha existido un

creciente interés por una nueva alternativa terapéutica que consiste en la utilizacién de

plantas medicinales para el tratamiento de diferentes enfermedades (entre ellas el

cancer), ya que éstas contienen metabolitos secundarios con efectos antioxidantes, que al

. . . 4
ser metabolizados en el organismo producen efectos benéficos a la salud. >

3.3 Familia Boraginaceae

La familia Boraginaceae presenta 148 géneros y 2740 especies, se encuentran distribuidas

en regiones templadas y subtropicales, menos frecuentes en las regiones tropicales y frias.

Incluye hierbas, arbustos o arboles, estan presentes en gran variedad de habitats. En

América Central y Sudamérica, las especies estdn presentes desde el nivel del mar hasta

los 4000 metros de altura o mas en los Andes.

46,47,48
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3.3.1 Género Heliotropium

Los Heliotropos (Heliotropium) es un género de planta de la familia Boraginaceae con 250
a 300 especies. Varias de ellas son populares como plantas de jardin. Heliotropium se
reconoce dentro de las Boraginaceae por sus frutos secos, y el estilo entero o solo bifido
(no dividido en 4 Iébulos). Como muchas Boraginaceae, la inflorescencia esta enroscada
en el dpice, con las flores insertados hacia un solo lado (cima helicoidal). Se distribuye en

las regiones del matorral xerdfilo, bosques tropicales caducifolios y perennifolios, dunas

49,50,51
costeras, manglar.

3.3.2 Heliotropium angiospermum (Boraginaceae)

Heliotropuim angiospermum (Boraginaceae) es un arbusto que crece en zonas del sureste
de Meéxico, en particular Veracruz, Yucatdn y Quintana Roo, donde se conoce
comunmente como "cola de alacran" o "cola de gato”. Se distribuye en las regiones del
matorral xerdfilo, bosques tropicales caducifolios y perennifolios, dunas costeras,
manglar. >’

3.3.3 Clasificacion taxonémica de Heliotropium angiospermum
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden:Lamiales

Familia: Boraginaceae

Subfamilia: Heliotropioideae

Género: Heliotropium L.

Especie: angiospermum M.

3.3.4 Sinénimos

Heliotropium parviflorum L.; Heliotropium humile Lam.; Heliotropium oblongifolium Mart.
& Galeotti; Heliotropium rugosum Mart. & Galeotti.”

3.3.5 Nombres comunes

Cola de alacran, rabo de mico, alancrancillo, yerba del espasmo, cola de mono y rabo de
alacran.
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3.3.6 Nombres comunes en lenguas indigenas de México

Macapura (guarigia, Sonora), ne-maax (maya, Yucatan), soguilla (San Bernardo, Sonora),
tascuyu-tuuan (totonaca, El Tajin, Ver.), totoli-ya capipilol (chililico, Huejutla, Hgo.), nej
ma'ax, nej sina'an, ta ulu'um ma'ax (maya, Yucatéan).>*

3.3.7 Descripcidon morfoldgica

Es una herbacea que mide entre 15 cm a 2 m. de altura, presenta hojas alargadas con
forma de lanza, sus flores pequenas son blancas y numerosas, en espigas formando una
inflorescencia parecida a la cola de alacran, frutos muy arrugados de 2 a 3 mm de largo, y
contienen dos semillas (Figura 7)53'54.

D

Figura?7. a) Heliotropium angiospermum, b) hoja, c) flor, d) frutos. Fotos tomadas por Ernesto Mendoza Vallejo

3.3.8 Habitat
Es una planta principalmente ruderal y arvense. >
3.3.9 Ecologia

Especies que contienen alcaloides pirrolizidinicos son visitados a menudo por lepidopteras
(mariposas), para abastecerse con estas sustancias. Parece que son la materia prima para
producir ferohormonas de algunos grupos, o para utilizarlos para la defensa quimica.
Algunos cultivos de arroz platano, caiia de azlcar y guayabo resultan afectados debido a
que son toéxicos. >
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3.3.10 Distribucién en la Republica Mexicana

Baja California Norte, Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Coahuila, Colima, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo,
San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Figura 8). >4

Figura 8. Distribucion de Heliotropium angiospermum en la Republica Mexicana

3.4 Estudios de Heliotropium angiospermum

Los estudios realizados sobre esta especie vegetal son escasos, pero se basan
principalmente en la quimica, farmacologia, toxicologia, citotoxicidad y etnobotanica.

3.4.1 Estudios quimicos

En la tabla 7 se muestra la identificacién de los compuestos quimicos presentes en
Heliotropium angiospermum.

Tabla 7. Estudios quimicos de Heliotropium angiospermum

Estructura Identificacion

Planta completa Alcaloides de pirrolizidina lindelofidina, hidroxi-metil-I-2-
epopxi-pirrolizidina, retronecina, supinidina y
tachelantamidina. >

Hoja Alcaloides espermidina, espermina, y putrecina.>
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Inflorescencia Alcaloides espermidina y espermina. >3

Tallo Alcaloides de pirrolizidina.53

Hojas Alcaloides de pirrolizidina, glicésidos como el blumenol Ay
B, lolidlido, B-sitosterol, a-amirina y B-amirina. >>6

3.4.2 Estudios farmacoldgicos, toxicoldgicos y citotdxicos

Los extractos de Heliotropium angiospermum M. también parecen ser promisorios en su
actividad antiparasitaria. Los experimentos preliminares in vitro indican que pueden
. . .. . . . . . 57

inhibir el crecimiento de Tripanosoma cruzi y Leishmania mexicana.

El extracto acuoso obtenido de hojas con tallos presentd un ligero efecto estimulante en
tejido de utero aislado de rata. >3

3.4.3 Estudios etnobotanicos

Es comun su uso en el tratamiento de padecimientos del aparato digestivo, como colitis,
diarrea, empacho o gastroenteritis. Con mayor frecuencia se le emplea para curar la
disenteria, uso referido en el sureste de la Republica Mexicana en los estados de Quintana
Roo y Yucatan. Se recomienda tomar un té preparado con las hojas de la planta. Ademas,
la infusién elaborada con la raiz sirve para curar el "empacho". Para sanar los granos del
cuerpo se toman bafios o lavados locales, con el cocimiento de las hojas. Por otro lado, se
menciona Util contra afecciones de tipo respiratorio como gripe y tos, y en casos de

picadura de alacran e inflamaciones.>**

3.5 Metabolitos secundarios

El metabolismo se puede definir como un conjunto de reacciones quimicas que realizan
las células de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas
simples, o para degradar las complejas y obtener las simples. Las plantas, organismos
autotrofos, ademas del metabolismo primario presente en todos los seres vivos, poseen
un metabolismo secundario que les permite producir y acumular compuestos de
naturaleza quimica diversa, que no parecen tener una funcidon directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de
proteinas, carbohidratos o lipidos; estos compuestos se denominan metabolitos
secundarios, los cuales se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos, y se
sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, es decir que su produccién
estd restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas
especie. Estos metabolitos presentan propiedades bioldgicas y desempenan funciones
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ecoldgicas, también se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como

medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros.>®>%%°

3.5.1 Alcaloides

Aunque no existe una definicién exacta para los alcaloides, éstos son definidos como: “Un
compuesto orgdnico de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenado (el nitrégeno
se encuentra generalmente intraciclico), derivados generalmente de aminoacidos, de
caracter mas o menos basico, de distribucidn restringida, con propiedades farmacolégicas
importantes a dosis bajas y que responden a reacciones comunes de precipitacion”. Su
actividad bioldgica a nivel del sistema nervioso, dio pie a las primeras investigaciones,
siendo los alcaloides las primeras sustancias naturales estudiadas. La diversidad
estructural y la variedad en la actividad bioldgica, de los alcaloides, hacen de este grupo,
los mds importantes entre las sustancias naturales de interés terapéutico. Un gran
numero de medicamentos se han obtenido de plantas que contienen alcaloides, éstos se
han aislado principalmente en plantas superiores y se han encontrado en mas de 100
familias de Fanerégamas y, en menor proporcién en Criptégamas.®

3.5.2 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, son un grupo muy
amplio de compuestos polifendlicos caracterizados por una estructura benzo-y-pirano,
estan compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante un anillo pirano (C), lo
cual nos deja en un esqueleto de difenilpiranos: C6-C3-C6.

'
2'%3\4'
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5 4

Figura 9. Estructura quimica de un flavonoide

Estos metabolitos son muy importantes para el desarrollo y buen funcionamiento de las
plantas, ya que actian como atrayentes de animales en la ovoposicién, como agentes
protectores contra la luz UV o contra la infecciédn por organismos fitopatégenos; el
organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que
deben obtenerse mediante la alimentacion; estan ampliamente distribuidos en plantas,
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frutas, verduras y en diversas bebidas. Los flavonoides contienen en su estructura quimica
un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacién
del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante. Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los
fendmenos de dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de

, . . s . , . . , 2-67
patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer.®*®

3.5.3 Glicésidos cardiotdnicos

Los glicésidos cardiotonicos son sustancias amargas, las cuales estan constituidas de una
porcién esteroide, una porcidn glicosidica y un anillo de gama-lactona ,alfa,3-insaturada o
delta-lactona-alfa,B-insaturada, que actuan sobre el musculo cardiaco; estos metabolitos
también aumentan la fuerza de contraccidon del miocardio y reducen la conductividad
dentro del nddulo auriculoventricular (AV), ayuda a tratar las taquicardias
supraventriculares, en particular para controlar la respuesta ventricular en la fibrilacién
auricular persistente y por tanto se utilizan como medicamentos contra la insuficiencia
cardiaca. Se conocen entonces seglun el anillo lacténico dos grandes clases de
cardioténicos: Los cardenolidos, con anillo de gama-lactona, a y los bufanolidos o

escilanolidos, con anillo de delta-lactona. 68,69

3.5.4 Saponinas

Son un grupo de glicésidos solubles en agua, que tienen la propiedad de hemolizar la
sangre y disminuir la tensién superficial del agua, formando espuma abundante. Las
saponinas son heterdsidos (azucar + aglicon) que se caracterizan por su capacidad de
producir espuma cuando se agita una solucién acuosa que las contiene. 70

3.5.5 Esteroides y triterpenos libres

Los triterpenos son compuestos con un esqueleto carbonado basado en seis unidades de
isopreno que deriva del escualeno, hidrocarburo aciclico de 30 carbonos. Son de
estructura relativamente compleja generalmente tetraciclicos o pentaciclicos y pueden
contener grupos hidroxilo, cetona o aldehido y acido carboxilico, que en contacto con
soluciones acidos forman dobles enlaces dando tonalidades rojas, azules o verdes. Estos
metabolitos secundarios presentan propiedades antihipertensivas, antiinflamatorias y
antioxidantes.”

3.5.6 Lactonas sesquiterpenicas
Poseen un esqueleto fundamental con 15 atomos de carbono, que, tedricamente deriva
de la unién de tres fragmentos de isopreno (2-metilbutadieno-1,3), cabeza, cola y algunos
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productos de transposicion. Parte del esqueleto es un anillo metilbutendlido. Son
substancias amargas, de farmacologia poco estudiada, pero provenientes de plantas
usualmente reportadas como medicinales, por lo que es probable que sean los agentes
medicinales. 2

3.5.7 Cumarinas

Son un grupo muy amplio de principios activos fendlicos y tienen en comun la estructura
guimica de 1 -benzopiran-2-ona. Se caracterizan porque presentan fluorescencia bajo la
luz ultravioleta a 365 nm. Constituyen una clase de metabolitos secundarios, ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, pudiendo también ser encontrados en hongos y bacterias.
Estructuralmente son lactonas del acido o-hidréxi-cinamico (2H-1-benzopiran-2-onas)
siendo el representante mas simple de la cumarina. Estos metabolitos son derivados del
acido cindmico por ciclizacién de la cadena lateral del dcido O-cumarico. 2

3.5.8 Naftoquinonas y antroquinonas

Son pigmentos naturales que poseen grupos carboxilo, hidroxilo o metilo como
sustituyentes en forma libre o condensada, con monoascaridos que al ser tratados con
soluciones alcalinas forman complejos de color rojo cereza. Estos metabolitos secundarios
se encuentran distribuidos en diferentes taxas, se les atribuye actividades bioldgicas como
agentes antibacterianos, antiparasitarios, antifingicos, y anticancerigenos. ’*

3.5.9. Taninos

Estdn constituidos por un amplio grupo de compuestos hidrosolubles con estructura
polifendlica, capaces de precipitar ciertas macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa,
gelatina). Esta capacidad para precipitarlas es la base de sus dos propiedades principales:
su capacidad de curtir la piel y su propiedad astringente. Los taninos son capaces de
reaccionar con las proteinas salivares y las glicoproteinas, por lo que la saliva pierde su
poder lubrificante y se obtiene un efecto astringente.””
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IV. Justificacion

Segun las estadisticas en la década pasada el cancer ha sido la principal causa de muerte
en el mundo, ocupando México el tercer lugar, esta patologia se ha relacionado con un
estrés oxidante persistente, entendido como la continua pérdida del balance entre las
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO y ERN), y los complejos sistemas
antioxidantes. Esto ha conllevado a la produccién de diversos farmacos, la mayoria de
ellos sintéticos, para coadyuvar al tratamiento de tal enfermedad, algunas han resultado
exitosas y otras han producido resultados poco favorables, por lo cual se busca que la
investigacion farmacéutica se centre en el analisis de productos naturales como los
fitofdrmacos que a ciertas dosis de forma selectiva regulen el proceso de carcinogénesis,
dichos tratamientos son obtenidos de plantas medicinales. Por tal motivo el presente
estudio se enfocd en el potencial antioxidante de los extractos de Heliotropium
angiospermum M. sobre la regulacion del estrés oxidativo.
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V. Hipétesis del trabajo

Si los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum M. presentan
moléculas capaces de modificar el potencial redox en el sistema éstos estimularan una
respuesta antioxidante en un modelo de cancer inducido a ratones hembras de la cepa
CD-1.

VI. Objetivo

e General

v Evaluar la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de tallo
y hoja de Heliotropium angiospermum M. en la concentracion de nitritos vy
actividad de catalasa en un modelo de cancer inducido a ratones hembras.

e Particulares

v Realizar un registro etnofarmacoldgico de Heliotropium angiospermum en el Ejido

de Limdn Chiquito en Cazones de Herrera Veracruz.

v' Realizar un andlisis fitoquimico preliminar de los extractos acuoso e
hidroalcohdlico de Heliotropium angiospermum.

v Induccién de carcinoma con 6éxido de niquel a ratones hembra de la cepa CD-1

v' Determinar el efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium
angiospermum sobre la concentracion de nitritos en plasma sanguineo de ratén.

v' Evaluar el efecto de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de Heliotropium
angiospermum sobre la actividad enzimatica de catalasa en plasma sanguineo de
ratén
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VIl. Metodologia
7.1 Localidad de colecta

Heliotropium angiospermum fue colectada en el mes de septiembre del 2013 en la
localidad Limén Chiquito, Cazones de Herrera Veracruz (20° 40" 44.4"" N, 97° 16°43.5" O a
15 msnm). La especie fue identificada y cotejada en el herbario MEXU, UNAM.

=Google

Figura 10. Localidad Limén Chiquito. Imagen tomada de Google Earth, 2014

7.2 Registro etnofarmacoldgico de Heliotropium angiospermum

La informacion etnofarmacolégica de esta especie se recabo mediante entrevistas (Anexo
1), que contenian datos personales como nombre, sexo, edad, y datos acerca de la planta
como padecimiento para el que se utiliza, forma de preparacién, forma de administracién,
frecuencia de uso, entre otros cabe mencionar que dichas entrevistas soélo se realizaron a
habitantes del lugar que habian utilizado la planta.

7.3 Procesamiento del material vegetal

Una vez que se obtuvo la especie, las hojas y tallos de Heliotropium angiospermum se
enjuagaron con agua destilada y posteriormente se trituraron en un molino de mano.
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7.4 Obtencidn de los extractos hidroalcohdlico y acuoso
» Extracto hidroalcohdlico

Cada 100 gr de material vegetal fresco y molido (raiz, tallo, hoja, semilla y flor) de
Heliotropium angiospermum se extrajo con una solucién de etanol agua (70:30) en
proporcidén 1:5. La mezcla se guardd en frascos ambar por 4 semanas, al cumplir dicho
tiempo el extracto hidroalcohdlico se filtré al vacio con papel Whatman del No.1 y se
concentrd a temperatura ambiente en una campana de extraccion.

> Extracto acuoso

Cada 100 gr de material vegetal de cada una de las estructuras (raiz, tallo, hoja, semilla 'y
flor) de Heliotropium angiospermum fueron sometidos a un cocimiento con 1400 mL de
agua, una vez obtenida la infusién se filtré con gasas y fueron almacenadas en frascos
ambar en un cuarto frio.

7.5 Secado de extractos

Ambos extractos (hidroalcohdlico y acuoso) se secaron colocando 50 mL de extracto en
cristalizadores de 125 x 65 hasta secarlo completamente.

7.6 Identificacion de metabolitos secundarios
7.6.1 Alcaloides

Las técnicas para la identificacion de los alcaloides estdn basadas en la capacidad que
tienen los alcaloides en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y
metales pesados (bismuto, mercurio, tugsteno) produciendo reacciones de precipitacion.
Estas reacciones de precipitacion se basan en un intercambio del anién del reactivo en

accioén, que reemplaza a los aniones pequefios de las sales de los alcaloides.®"*"*

Para la identificacién de estos metabolitos se realizé una solucion patron de cada extracto
concentrado de 100 mg/mL, a partir de éste se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10
mg/mL, posteriormente se agregaron los reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner, y se
observé la coloracion que presentaba cada reaccion.

7.6.1.1 Reactivo de Dragendorff

Se mezclan 2 g de nitrato de bismuto pentahidratado (Bi (NOs)s . 5H,0 (J.T. Baker, grado
RA)) en 5 mL de acido nitrico (HNOs(Meyer, grado RA)) al 30% con una solucién de 6.8 g
de yoduro de potasio (KI (Meyer, grado RA)) en 12.5 mL de agua, posteriormente se deja
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en reposo por 24 horas, se decanta y se afora a 25 mL. La adicién de este reactivo a una
solucidn acida de alcaloides presentara un precipitado naranja rojizo.

7.6.1.2 Reactivo de Mayer

Se disuelven 0.65 g de bicloruro de mercurio (HgCl, ((J.T. Baker, grado RA)) en 30 mL de
aguay 2.5 g de yoduro de potasio (KI (Meyer, grado RA)) y se afora a 50 mL. Los alcaloides
se detectan con la formacién de un precipitado blanco o de color crema soluble en acido
acético (C,H40, (J.T. Baker, grado RA)) y etanol (C,HeO (J.T. Baker, grado RA)).

7.6.1.3 Reactivo de Wagner

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

7.6.2 Flavonoides

. . 2 3
Estos metabolitos pueden formar complejos con metales como Mg~ y Fe®, que al
acidularlas viran a reacciones coloreadas. Por tal motivo se utilizé la reaccion de Shinoda,
donde el acido clorhidrico oxida al magnesio metalico dando como producto al hidréogeno

- 75,76
molecular y cloruro de magnesio.”™

Se realizé una solucién patron de cada extracto
concentrado de 100 mg/mL, a partir de éste se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10
mg/mL, posteriormente se realizd la reaccidén antes mencionada y se observé la coloracion

gue presentaban las muestras.
7.6.2.1 Reaccion de Shinoda

La muestra se disuelve en etanol (C,H¢O (J.T. Baker, grado RA)), y se le adicionan
limaduras de magnesio (Mg (J.T. Baker, grado RA)), posteriormente se agrega gota a gota
acido clorhidrico (HCl), hasta la formacién de una coloracién rojiza, naranja o violeta.

7.6.3 Glicésidos cardiotdnicos

Para la identificacidon de estos metabolitos se utilizé una solucién patrén de cada extracto
concentrado de 100 mg/mL, a partir de éste se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10
mg/mL, posteriormente se agregd a cada muestra por separado los reactivos de Baljet,
Keller-Killiani y Lieberman Burchard, y se observé la reaccidon colorida que éstos
presentaban. Es importante mencionar que las tres pruebas deben de dar positivo para su
correcta identificacion.
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7.6.3.1 Reactivo de Baljet

Se disuelven 0.25g de acido picrico (C¢H3NsO; (Meyer, grado RA)) en 25 mL de etanol
(CoHgO (J.T. Baker, grado RA)) y 2.5g de hidroxido de sodio (NaOH (J.T. Baker, grado RA))
en 25 mL de agua. Esta prueba de identificacién es positiva cuando se presenta un
precipitado o coloracién rojiza.

7.6.3.2 Reactivo de Keller-Killiani

Se disuelve 1 g de cloruro de hierro hexahidratado (FeCls.6H,0 (Mallinckrod, G.A), 2% en
acido acético (C,H40, (J.T. Baker, grado RA)), posteriormente se aplica 1 mL a la muestra e
inmediatamente se adiciona gota a gota acido sulfurico (H,SO4 (Meyer, grado RA)). Para
gue esta reaccion de positiva debe existir la formacidon de una coloracion verde o parda.

7.6.3.2 Reactivo de Lieberman-Burchard

Se mezcla 1mL de cloroformo (CHCIs (J.T. Baker, grado RA)) y 1 mL de anhidrido acético
(C4HgO3 (Sigma, grado RA)). Al agregar este reactivo a la muestra la reaccion debe virar a
coloraciones roja-naranja, la cual indica la presencia de un ndcleo triterpénico; en cambio
si la coloracidn es azul-verde, nos indica la presencia de un nucleo esteroide.

7.6.4 Saponinas

La identificacidn de estos metabolitos se llevd a cabo mediante la reaccidn de Lieberman-
Burchard. Se utilizé una solucién patrén de cada extracto concentrado de 100 mg/mL, a
partir de éste se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10 mg/mL, posteriormente se agregé el
reactivo y se observé las coloraciones presentes.

7.6.4.1 Reactivo de Lieberman-Burchard

Se mezcla 1mL de cloroformo (CHCIs (J.T. Baker, grado RA)) y 1 mL de anhidrido acético
(C4HgO3 (Sigma, grado RA)). Al agregar este reactivo a la muestra la reaccién debe virar a
coloraciones roja-naranja, la cual indica la presencia de un nucleo triterpenico; en cambio
si la coloracién es azul-verde, nos indica la presencia de un nucleo esteroide.

7.6.5 Esteroides y triterpenos libres

La identificacidon de estos metabolitos se llevd a cabo mediante la reaccién de Lieberman-
Burchard. Se utilizd una solucidén patron de cada extracto concentrado de 100 mg/mL, a
partir de éste se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10 mg/mL, posteriormente se agrego el
reactivo y se observé las coloraciones presentes.
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7.6.5.1 Reactivo de Lieberman-Burchard

Se mezcla 1mL de cloroformo (CHCls (J.T. Baker, grado RA)) y 1 mL de anhidrido acético
(C4HgO3 (Sigma, grado RA)). Al agregar este reactivo a la muestra la reaccién debe virar a
coloraciones roja-naranja, la cual indica la presencia de un nucleo triterpenico; en cambio
si la coloracién es azul-verde, nos indica la presencia de un nucleo esteroide.

7.6.6 Lactonas sesquiterpenicas

La identificacién de estos metabolitos utilizando los reactivos de Lieberman-Burchard e
hidroxamato férrico, se utilizé una solucién patrén de cada extracto concentrado de 100
mg/mL, a partir de este se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10 mg/mL, posteriormente se
agregaron los reactivos mencionados y se observaron las reacciones coloridas.

7.6.6.1 Reactivo hidroxamato férrico

Se prepara una solucion de clorhidrato de hidroxilamina (J.T. Baker, grado RA) 2% etanol
(CoHgO (J.T. Baker, grado RA)) y hidroxido de sodio (NaOH(J.T. Baker, grado RA)), se
calienta de 2-5 min a 100 °C hasta la aparicion de una espuma de color rojizo,
posteriormente se enfria y acidula con acido clorhidrico (HCI (J.T. Baker, grado RA)) y se
afiade cloruro de hierro (FeCls (J.T. Baker, grado RA)). Para considerar esta prueba positiva
se debe observar una coloracion violeta.

7.6.6.2 Reactivo de Lieberman-Burchard

Se mezcla 1mL de cloroformo (CHCl3) y 1 mL de anhidrido acético (C4H¢O3 (Sigma, grado
RA)). Al agregar este reactivo a la muestra la reacciéon debe virar a coloraciones roja-
naranja, la cual indica la presencia de un nucleo triterpenico; en cambio si la coloracién es
azul-verde, nos indica la presencia de un nucleo esteroide.

7.6.7 Cumarinas

Estos metabolitos secundarios se identificaron mediante las pruebas de los reactivos de
hidroxamato férrico. Se utilizé una solucidn patron de cada extracto concentrado de 100
mg/mL, a partir de este se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10 mg/mL, y se observo la
coloracion presente en cada reaccion. Para confirmar la presencia de cumarinas, las dos
pruebas deben de ser positivas.
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7.6.7.2 Reactivo hidroxamato férrico

Se prepara una solucion de clorhidrato de hidroxilamina (J.T. Baker, grado RA) 2% etanol
(C,HgO) y hidréxido de sodio (NaOH(J.T. Baker, grado RA)), se calienta de 2-5 min a 100 °C
hasta la aparicidn de una espuma de color rojizo, posteriormente se enfria y acidula con
acido clorhidrico (HCI (J.T. Baker, grado RA)) y se afiade cloruro de hierro (FeCls (J.T. Baker,
grado RA)). Para considerar esta prueba positiva se debe observar una coloracién violeta.

7.6.8 Naftoquinonas y antroquinonas

Para la identificacién de este metabolito se utilizé la reaccion de Borntraguer-Krauss, se
prepard una solucién patrén de cada extracto concentrado de 100 mg/mL, a partir de éste
se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10 mg/mL, y se observd la coloracién que esta
reaccion presentaba.

7.6.8.1 Reaccion de Borntraguer-Kraus

Las muestran se trataron con una solucién de hidréxido de potasio (KOH (J.T. Baker, grado
RA)) al 5%, posteriormente se filtrdé y aciduldé con 3 gotas de acido clorhidrico (HCI (J.T.
Baker, grado RA)), se sacudié con benceno (CgHg (J.T. Baker, grado RA)) y se dejé en reposo
durante 3 horas, posteriormente se observa la separaciéon de la fase bencénica, a la cual se
le afiade una solucién de hidroxido de amonio (NH4OH (J.T. Baker, grado RA)) 2%. Si se
presenta una coloracion rosa a rojo intenso la prueba es positiva.

7.6.9. Taninos

La identificacién de los taninos se realizd agregando el reactivo gelatina-sal a cada una de
las muestras, utilizando una soluciéon patrén de cada extracto concentrado de 100 mg/mL,
del cual se hicieron disoluciones de 2, 4, 6 y 10 mg/mL.

7.6.9.1 Reactivo gelatina-sal

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

7.7 Induccion de carcinoma a modelos experimentales

Se utilizaron 55 ratones hembra de la cepa CD-1 de un mes de edad, divididos en 11
grupos experimentales como se muestra en la tabla 8. La induccién de carcinoma a
modelos experimentales se realizé con modificaciones en el método estandarizado por
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Ortiz et al., 199577, el cual consistidé en la administraciéon de una sola dosis intramuscular
de 20 mg/kg de dxido de niquel (NiO).

Tabla 8. Induccion de carcinoma a modelos experimentales

Grupo experimental Induccion de carcinoma Numero de

organismos
Grupo | Control 5
Grupo Il Vehiculo (aceite de oliva) 5
Grupo Il Induccion de cdncer con NiO 5
Grupo IV Induccién de cancer con NiO 5
Grupo V Induccion de cancer con NiO 5
Grupo VI Induccion de cancer con NiO 5
Grupo VI Induccion de cancer con NiO 5
Grupo VIII Induccion de cdncer con NiO 5
Grupo IX Induccién de cdncer con NiO 5
Grupo X Induccion de cdncer con NiO 5
Grupo Xl Induccion de cancer con NiO 5

7.8 Tratamiento con extractos

Después de 3 meses de la induccidon de carcinoma con NiO, se administrd una dosis diaria

de 5mg/mLy 10 mg/mL de los extractos de tallo y hoja durante 15 dias, se eligieron estas

estructuras ya que son las mas utilizadas en la localidad estudiada. La dosis aplicada a los

modelos experimentales se obtuvo mediante entrevistas etnofarmacoldgicas realizadas a

pobladores de la comunidad de Limdn Chiquito, ya que para esta especie vegetal no existe

reportada una DLsg. La aplicacidon de los tratamientos se distribuyé como se muestra en la

tabla 9.

Tabla 9. Dosis aplicada de los extractos hidroalcohélico y acuso de Heliotropium angiospermum a ratones de la cepa CD-1

Grupo experimental Tratamiento Dosis
Grupo | Control negativo
Grupo |l Vehiculo (aceite de oliva) -
Grupo lll Control positivo (NiO) -—---
Grupo IV Extracto hidroalcohdlico de hoja 5mg/mL
Grupo V Extracto hidroalcohdlico de hoja 10 mg/mL
Grupo VI Extracto hidroalcohdlico de tallo 5mg/mL
Grupo VII Extracto hidroalcohdlico de tallo 10 mg/mL
Grupo VIII Extracto acuoso de hoja 5mg/mL
Grupo IX Extracto acuoso de hoja 10 mg/mL
Grupo X Extracto acuoso de tallo 5mg/mL
Grupo XI Extracto acuoso de tallo 10 mg/mL
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7.9 Obtencién de plasma

Los grupos experimentales fueron sacrificados por decapitacion, la sangre obtenida se
colectd en tubos con EDTA, posteriormente fueron centrifugados a 5000 rpm durante 5
min, a una temperatura de 4°C, las muestras fueron almacenadas en hielo hasta el
momento de su analisis.

7.10 Cuantificacion de NO por el método de Griess

Para la cuantificacién de NO se prepard una curva patrén de NaNO, (J.T. Baker, grado RA),
en concentracion de 0 a 100 uM, y se ley6 a 540 nm en el espectrofotémetro UV (Genesys
20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific). En un tubo de ensayo se agregaron 100 pl de plasma
sanguineo, enseguida se adiciond 1 mL de sulfanilamida (J.T. Baker, grado RA) al 1% (p/v)
en HsPO, (J.T. Baker, grado RA) al 5% (v/v), las muestras se dejaron incubar durante 15
min en la oscuridad a temperatura ambiente. Al terminar el tiempo de incubacion se
agrego 1 mL de diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina (J.T. Baker, grado RA), y se dejo
reposar durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad, una vez transcurrido el
tiempo, las muestras fueron leidas a una absorbancia de 540 nm en el espectrofotometro
uv.

Esta reaccidn se basa en la formacidn de un cromdéforo magenta por la reaccion de
sulfanilamida con nitrito en medio &cido, seguido de un acoplamiento con aminas
biciclicas tales como N-(1-naftil) etilendiamina.”®

7.11 Cuantificacion de proteina total por el método de Biuret

Para la cuantificacion de proteina se realizd una curva patron de una solucién patron de
albumina de huevo (Sigma), en un intervalo de concentracién de 0 a 10 mg/mL,
posteriormente se agregaron 2 mL de reactivo de Biuret y se incubd por 20 minutos a
temperatura ambiente, al término del tiempo se leyé a una absorbancia de 545 nm en el
espectofotdmetro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific). Posteriormente se
adicionod 50 pl de plasma sanguineo y 2mL de reactivo de Biuret, incubandolas por un
intervalo de 20 minutos a temperatura ambiente, después del tiempo transcurrido, las
muestras se leyeron a 545 nm en un espectrofotémetro UV.

Esta reaccién se basa en la formacién de un croméforo violeta por la reaccidn del cu? y
cuatro grupos NH de los enlaces peptidicos en medio basico, la intensidad que presente la
coloracion es directamente proporcional a los enlaces peptidicos existentes en la muestra.
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7.12 Actividad de la catalasa por el método de Chance y Machley

Para medir la actividad de la enzima catalasa se utilizé el método estandarizado de Chance
y Machley (1954)”. Este protocolo se basa en el principio de que la catalasa es capaz de
reducir al H,O0, en una molécula de agua y %% de oxigeno molecular. Para esta
cuantificacién se utilizdé un espectrofotometro UV (UNICO, S-2150 UV) por medio del
siguiente procedimiento:

En una celda de cuarzo, se agregaron 3000 pL de sustrato (H,0, 27 mM en solucién PBS,
pH 7.0) (LASA, grado RL) y 50 uL de plasma sanguineo, posteriormente se registrd la
absorbancia a 240 nm cada 10 segundos durante 5 minutos.

Una vez terminado el proceso, se calculd el cambio en la absorbancia a 240 nm por
minuto (AA,40) como la pendiente de la parte lineal de la grafica de A,40 contra el tiempo.
Finalmente para calcular la actividad de catalasa se utilizé la siguiente ecuacién:

UCAT/mlL= {{AAz40/€) (FD de la reaccion)}/mg/mL de proteina

En dénde; € es el coeficiente de extincién molar del H,0, a 240 nm (37.36 pmol™ mL Abs);
FD es el factor de diluciéon (3050/50= 61), es importante mencionar que la ecuacidn se
corrigié por la concentracién de proteina en cada muestra (determinada por el método de
Biuret).

7.13 Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a un analisis estadistico ANOVA con el programa Excel 2010,
considerando un nivel de confianza del 95 %.
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VIl. Resultados

8.1 Registro etnofarmacolégico de Heliotropium angiospermum

El registro etnofarmacolégico se realizé mediante una entrevista dirigida exclusivamente a
personas de la comunidad de Limdén Chiquito que han utilizado esta especie vegetal. Se
obtuvieron un total de 39 entrevistas, 27 de ellas corresponden al sexo femenino y 12 al
sexo masculino; lo que representa al 2.52% de esta poblacidn. Dicha entrevista contenia
18 preguntas, de las cuales las que tenian mayor relevancia para nuestro estudio fueron:

e Sexo yedad

e Uso medicinal o padecimiento
e Dosis empleada

e Frecuencia de uso

e Estructura utilizada

e Forma de preparacion

Una vez obtenidos los datos requeridos se realizé un andlisis de informacidn, en donde se
obtuvo que las personas que utilizan esta especie vegetal tienen un rango de edad entre
los 23 y 84 anos; las principales estructuras utilizadas son la hoja y el tallo (Gréfica 1). La
forma de preparacién es en cocimiento e infusiones durante un periodo de 7 dias a 1
mes; la administracién es de forma oral en dosis de 25 g de planta por litro de agua
aproximadamente. Los principales usos medicinales de Heliotropium angiospermum se
muestran en la gréfica 2.

Estructuras utilizadas de Heliotropium

angiospermum
H Personas
19
7 7
4
2
- e .
/ i
Hoja Tallo Raiz Flor Semilla Toda la
planta

Grafica 1. Principales estructuras utilizadas de Heliotropium angiospermum
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Usos medicinales de Heliotropium
angiospermum

M Infecciones de vias urinarias

2% 39% 3% 3% M Artritis reumatoides

() 0,
>% 54"\ M Infecciones de la Préstata

>% B Limpias
M Diabetes

>% M Heridas
[ Hepatitis

[ Gripe, tos y calentura

Prevencion del cancer

Grafica 2. Usos medicinales de Heliotropium angiospermum

De acuerdo a los usos reportados bibliograficamente y a los obtenidos mediante la
entrevista, se puede observar que los padecimientos que se tratan con dicha planta son
similares en ambas consultas, sin embargo cabe destacar que en esta poblacidn se le dan

53,54

usos que aun no se encuentran reportados en la literatura consultada’", tales como la

diabetes, el cancer y la hepatitis.
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8.2 Rendimiento de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium
angiospermum

El rendimiento de cada uno de los extractos se obtuvo mediante el siguiente calculo:

0(g)

0 — - \5J
AR= v (g

100

En donde R es el rendimiento, EO es el extracto obtenido y TMV es el total de la muestra
vegetal.80 Los rendimientos obtenidos se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Rendimiento de los extractos de Heliotropium angiospermum

Rendimiento
Extracto Raiz Tallo Hoja Flor Semilla
Acuoso 0.29% 0.26% 1.42% 1.02% 1.11%
Hidroalcohélico 2.73% 2.36% 3.01% 3.19% 2.88%

8.3 Andlisis preliminar fitoquimico de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de
Heliotropium angiospermum

Para el andlisis fitoquimico preliminar se utilizaron los extractos acuoso e hidroalcohdlico
de Heliotropium angiospermum de las estructuras de raiz, tallo hoja, flor y semilla, con la
finalidad de determinar en qué estructura se encontraba la mayor cantidad de
metabolitos secundarios. Este estudio mostré en mayor abundancia la presencia de
alcaloides, glicosidos cardiotdnicos, flavonoides y cumarinas (Tabla 11).

Tabla 11. Anilisis fitoquimico preliminar de Heliotropium angiospermum.

Extracto acuoso | Extracto hidroalcohdlico
Estructura vegetal

Metabolito secundario R | T | H | F | S R | T | H | F | S
Alcaloides ++ |+ + 4+
Glicésidos cardiotonicos - + + + |+ ++ 4+ ++
Esteroides y triterpenos libres - - - - - + - - - +
Flavonoides + + ++ 4+ + - - - -
Taninos - - - - - - - - - -
Saponinas - - - - - + - +HH+ - +
Cumarinas +++ - - - - - -
Naftoquinonas y| - - - - - - - - - -
antroquinonas

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia

abundante, - No detectado
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8.4 Efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum
sobre los niveles de NO

Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo en los niveles NO en plasma
en el grupo inducido a cancer con éxido de niquel con respecto al vehiculo. Por el
contrario los grupos inducidos a cdncer y tratados con los extractos hidroalcohdlico de
hoja 10 mg/ml y tallo 5 mg/mL, y los extractos acuosos de hoja 5mg/mL vy tallo de 5mg/mL
y 10mg/mL, disminuyen las concentraciones de NO respecto al control positivo (grafica 3).

Cabe mencionar que los extractos hidroalcohdlico de hoja 5mg/mL y tallo 10 mg/mL, y el
extracto acuoso de hoja de 10 mg/mL, aumentan la concentracidn de nitritos respecto al
control positivo.

0.014 -
0.012 -
0.01 - " -
© * *
£ 0.008 - *
% * %
S 0.006 - T
oT1]
€ 0.004 -
s
3 0.002 -
0 A
\ o v v v v v v
& & @ &N
[¢) Q\,Q 0(\ (,)KQ 0@ <,)(° Q(Q (Q Q@ (Q 0((\
C© ) C RO &8 >
S R LN F & &

Tratamientos

Grafica 3. Efecto de los extractos de Heliotropium angiospermum sobre la concentracion de
nitritos en plasma de ratones hembra de la cepa CD-1. *p < 0.05 (ANOVA)

Control negativo; Vehiculo (aceite de oliva); Control positivo (induccidn a cancer con NiO); EHH
5 mg/mL; EHH 10 mg/mL; EHT 5 mg/mL; EHT 10 mg/mL; EAH 5 mg/mL; EAH 10 mg/mL; EAT 5
mg/mL; EAT10 mg/mL.

EHH: Extracto hidroalcohdlico de hoja
EHT: Extracto hidroalcohdlico de tallo
EAH: Extracto acuoso de hoja

EAT: Extracto acuoso de tallo
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8.5 Efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum en
la actividad de la catalasa

Los resultados obtenidos muestran una disminucién significativa de la actividad
plasmatica de catalasa en el grupo inducido a cdncer con éxido de niquel con respecto al
control. Por el contrario, los grupos inducidos a cancer y tratados con el extracto
hidroalcohdlico de hoja de 5 mg/mL y tallo de 10 mg/mL, y los extractos acuosos de hoja
5mg/mLy 10mg/mL aumentaron la actividad de esta enzima antioxidante (Grafica 4).
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Grafica 4. Efecto de los extractos de Heliotropium angiospermum sobre la actividad de la
catalasa en plasma de ratones hembra de la cepa CD-1.

Control negativo; Vehiculo (aceite de oliva); Control positivo (induccion a cancer con NiO); EHH
5 mg/mL; EHH 10 mg/mL; EHT 5 mg/mL; EHT 10 mg/mL; EAH 5 mg/mL; EAH 10 mg/mL; EAT 5
mg/mL; EAT10 mg/mL.

EHH: Extracto hidroalcohdlico de hoja
EHT: Extracto hidroalcohdlico de tallo
EAH: Extracto acuoso de hoja

EAT: Extracto acuoso de tallo
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IX. Discusién
Registro etnofarmacoldgico de Heliotropium angiospermum

Desde tiempos milenarios ha existido un gran interés por el estudio de las plantas
medicinales, que ha resurgido en las Ultimas dos décadas, ya que se han realizado diversos
estudios donde se demuestra el efecto terapéutico que estas plantas presentan, las cuales
son una fuente alternativa de compuestos altamente bioactivos, con uso potencial en la
industria farmacoldgica y que sirven notablemente en el avance de nuevas terapias.

Una de las ramas encargadas de estudiar las propiedades que contienen estas plantas es
la etnofarmacologia la cual se define como “la exploracidn cientifica interdisciplinaria de
los agentes biolégicamente activos y tradicionalmente empleados o conocidos por el

» 81,82

hombre . Por tal motivo, se realizé un registro etnofarmacoldgico donde se destaca el

uso que tiene Heliotropium angiospermum en la comunidad de Limon Chiquito.

Los resultados obtenidos en esta poblacién mostraron que esta planta se utiliza para
tratar diversas padecimientos, principalmente las infecciones de vias urinarias y prostata.
La dosis empleada es de 25 g por litro de agua, su forma de preparacién es cocimiento e
infusiones y el tiempo de administracion comprende entre los 15 dias y 1 mes.

De acuerdo a los usos medicinales reportados bibliograficamente para este género y los
encontrados en Heliotropium angiospermum se puede concluir que hay una similitud en
propiedades antiinflamatorias, antivirales, bactericidas y dermatolégicas. Es importante
mencionar que la bibliografia consultada atribuye a este género propiedades
antioxidantes, por lo que se sugiere que esta especie vegetal sea estudiada a detalle, para
conocer las propiedades que pueda aportar en beneficio de la salud.
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Andlisis preliminar fitoquimico de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de
Heliotropium angiospermum

Las plantas presentan un metabolismo secundario, el cual les confiere propiedades
bioldgicas especificas, que pueden aportar beneficios a la salud®, por tal motivo se realizé
un estudio preliminar fitoquimico para sustentar la presencia de metabolitos secundarios,
gue tuvieran propiedades curativas y fueran relevantes para esta investigacion. Es
importante sefalar que de acuerdo a las fuentes de informacién consultadas hasta el
momento no hay un estudio fitoquimico preliminar completo para esta especie.

El andlisis de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum dio
como resultado la presencia de alcaloides, glicosidos cardioténicos y flavonoides en las
estructuras de raiz, tallo, hoja, flor y semilla. Especificamente en el extracto
hidroalcohdlico ademas de los metabolitos mencionados anteriormente se identificaron
saponinas en raiz, hoja y semilla ademas de esteroides y triterpenos libres en raiz y flor;
mientras que en el extracto acuoso se encontrd la presencia de cumarinas en las
estructuras de raiz, hoja, flor y semilla.

Los metabolitos secundarios mas relevantes para nuestro estudio son los flavonoides
glicdsidos cardiotdnicos, saponinas y esteroides y triterpenos libres, ya que estos
presentan propiedades medicinales de nuestro interés.

De acuerdo a los estudios reportados en especies pertenecientes a la familia de las
Boraginaceas en especifico al género de los Heliotropos, se puede comprobar la presencia
de estos metabolitos en dicha especie84, es importante mencionar que existen
metabolitos no reportados para Heliotropium angiospermum, por lo que se sugiere
profundizar en su estudio.

En términos generales, los resultados del estudio preliminar fitoquimico coinciden con lo

. . 85,86
reportado para la familia Boraginaceae™

, uno de los metabolitos que se encontraron en
la especie vegetal Heliotropium angiospermum, son los flavonoides; dichos metabolitos
también han sido encontrados en especies del género Heliotropium y en varias especies

e . 87
de la familia Boraginaceae.

Los flavonoides son metabolitos ampliamente reconocidos por su actividad antioxidante,
ya que gracias a su estructura quimica, contienen grupos fendlicos que son capaces de
captar hierro y otros metales de transicién. Durante varios afos se ha intentado dilucidar
el efecto que estos presentan en diferentes modelos ya sea de forma in vivo o in vitro
(figura 10). Algunos estudios in vitro han demostrado que los flavonoides interfieren por
diversos mecanismos en el proceso carcinogénico, por esta razén estos metabolitos son
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posibles agentes de utilidad en las primeras fases del cdncer o en la inhibiciéon de las

etapas posteriores de progresion o invasion.®®%

Los procesos neopldsicos, en sus fases de promocién y progresién, se caracterizan por
alteraciones la regulacion de la proliferacion y de la diferenciacion celular. Algunos
flavonoides tienen accién sobre estas etapas en diferentes tipos celulares, lo que puede
conducir al uso de estos compuestos como agentes citostdticos en las Ultimas etapas de la
carcinogénesis, mas que como elementos preventivos de las primeras fases.®

Es importante mencionar que estos metabolitos no sélo ayudan en los procesos antes

mencionados, ya que también se ha encontrado su participacion en la cadena de
. . T . . . , . 90-92

peroxidacidn lipidica, atacando los radicales hidroxilo y superéxido.
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Figura 11. Posibles lugares de interaccion de los flavonoides con el proceso carcinogénico (indicados
con asteriscos). Las flechas cortas indican el efecto potenciador (flecha hacia arriba) o inhibidor (flecha
hacia abajo) de la actividad. ERO: especies reactivas de oxigeno; ODC: ornitina descarboxilasa; PKC:
proteina cinasa C. Tomada de Alvarez et al. 2003%,

Uno de los flavonoides mas importantes es la quercetina ya que numerosos estudios han
comprobado en diferentes modelos, que es un poderoso removedor de RL, capaz de
retirar oxigeno reactivo especificamente en forma de aniones superéxidos, radicales
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hidréxidos, peréxidos lipidicos o hidroperéxidos, bloqueando el efecto tdxico de estas
sustancias y asi ejerciendo un papel citoprotector en situaciones de peligro de dafio
celular.”?’

Otro metabolito presente en los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium
angiospermum son los glicdsidos cardioténicos; de acuerdo a algunos reportes realizados
para la familia Boraginaceae las especies Heliotropium indicum y Cordia dentata
presentan estos metabolitos®” .

Los glicdsidos son ampliamente reconocidos por su uso en enfermedades cardiacas como
arritmia auricular e insuficiencia cardiaca, pero en los ultimos afios ha surgido un gran
interés por estudiar los mecanismos de accidén de dichas moléculas en procesos celulares
importantes y de esta forma dilucidar los posibles usos terapéuticos en diversas
patologias. Dentro de los usos mas importantes que se le atribuyen a los glicdsidos
cardioténicos se encuentra el aumento de la susceptibilidad de las células cancerosas a
estos compuestos. Actualmente existen diversos estudios realizados en lineas celulares
que comprueban la eficacia de los glicésidos sobre células tumorales (tabla 12), lo que nos
da constancia sobre su uso potencial como tratamientos contra el cancer, sin embargo es
importante mencionar que auln se encuentra en investigacion cual es el mecanismo que
hace posible dicho efecto™ La presencia de estos metabolitos secundarios en el género
Heliotropium audn no se encuentra reportado por lo que se sugiere profundizar en su
estudio.

Tabla 12. Estudios realizados con glicésidos en lineas celulares

Tipo de cancer Compuesto utilizado Lineas celulares

Mama Digitoxina, digoxina, proscillaridina MCF-7, MDA-MD-435, 1%1%!
A, ouabaina, digoxigenina, gitoxina,
gitoxigenina

Préstata Oleandrina, ouabaina, digoxina, PC-3,LNCaP, DU145, 10103104
bufalina, cinobufagenina

Melanoma Digoxina, oleandrina, digitoxina, UACC-62, BRO. 10110
proscillaridin A, ouabaina,
digitonina

Pulmén Digitoxina, digoxina, ouabaina, A549, NCI-H-358, Calul,
UNBS1450, oleandrina Sklul, NCI-H6, H69AR "1

Leucemia Bufalin, oleandrina, digitoxina, HL60, U-937, CCRF-CEM,
proscillaridina A, ouabaina CEM-VM-1, 10410918

Neuroblastoma Digoxina, ouabaina SH-SY5Y, Neuro-22. '

Renal Digitoxina, digoxina, digitoxigenina, TK-10, ACHN. ****%
proscillaridin A, ouabaina
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Melanoma Digitoxina, digoxina, proscillaridin 8226-S, 8226-LR5, 8226-DOX-
A,  digitoxigenina, ouabaina, 40.'%'%
digitonina, lanatocide C

Pancreatico Oleandrina PANC-1. '

En el estudio preliminar fitoquimico también se identificod la presencia de saponinas, el
reporte de estos metabolitos para la familia Boraginaceae son diversos ya que en algunas
especies del genero Heliotropium se encuentran identificadas mientras que en otros

generos pertenecientes a la misma familia aun no existen reportes de su presencia 17,118

Las saponinas se encuentran en un gran numero de plantas y son de gran importancia ya
gue se les atribuye diversas propiedades bioldgicas y farmacoldgicas como son: actividad
antiparasitaria, antiviral, antiinflamatoria, antifungica, citotéxica y antitumoral. Dentro de
estas propiedades la de mayor relevancia para nuestro estudio es su propiedad
antitumoral. Se han realizado diversos estudios in vivo sobre el efecto de las saponinas en
lineas celulares, y se ha comprobado que éstas inhiben el crecimiento de células
cancerigenas (tabla 13), mediante la detencién del ciclo celular y la induccién a apoptosis,

entre otros mecanismos que han no se han podido dilucidar por completo. ****?
Tabla 13. Estudios in vivo realizados con saponinas en diferentes lineas celulares
\ Metabolito Lineas celulares Efecto
Saponinas triterpénicas Carcinoma de préstata LNCaP  Inhibe el crecimiento y la
proliferacién celular, actividad
antitumoral.*>***
Saponinas triterpénicas 1774, HeK-293 y WEHI-164 Inhibe la proliferacién celular.
125

Saponinas triterpénicas Células humanas de Actividad citotoxica. 2%
leucemina T.

Saponinas triterpénicas Melanoma metastatico Inhibe el crecimiento de
humano, carcinoma células tumorales. **’
epidermoide humano

Saponinas triterpénicas Células tumorales de colon Actividad citotéxica. 2

Saponinas triterpénicas Fibrosarcoma humano HT- Actividad citotéxica. '*°
1080

Saponinas triterpénicas Cancer ovario A2780 Actividad citotéxica.™*®

Por ultimo, también se identificé la presencia de esteroides y triterpenos libres, la

presencia de éstos metabolitos secundarios se encuentra reportado para la familia

87,98,118

Boraginaceae Los esteroides vy triterpenos son reconocidos por poseer

propiedades como: antihipertensivas, antiinflamatorias y anticancerigenas. De acuerdo a
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diversos estudios realizados, se ha descubierto que este tipo de metabolito puede
suprimir el factor NF-kB, el cual es encargado de regular la patogénesis de las
enfermedades inflamatorias y cancer. Los terpenoides presentan actividades
anticancerigenas, ya que son capaces de inhibir la proliferaciéon celular e inducen a la

. . . . 67, 131-135
apoptosis de diferentes tipos de cancer.””

Es importante mencionar que en la familia Boraginaceae especialmente en el género
Heliotropium se ha detectado la presencia de acido rosmarinico, el cual tiene una gran
cantidad de actividades bioldgicas entre las que destacan su efecto antiviral, bactericida,
antiinflamatorio y antioxidante. Este compuesto es capaz de atraer RL, y eliminarlos con
gran facilidad, por lo que se sugiere que se profundice su estudio en esta planta, ya que
este podria ser uno de los componentes que le confieren el efecto antioxidante a dicha
especie. 136,137

Efecto de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Heliotropium angiospermum sobre
los niveles de NO

La sobreproduccion de RL se ha relacionado en la patogénesis de diversas enfermedades
entre las que se encuentra el cancer, el cual se caracteriza por un estrés oxidativo
persistente que provoca un desbalance en los sistemas antioxidantes de nuestro cuerpo,
por esta razén en los ultimos anos ha existido un creciente interés en realizar estudios con
agentes antioxidantes extraidos de plantas con el fin de producir fdrmacos con actividad
anticancerigena.

Dentro de las especies reactivas de nitrégeno mas importantes se encuentra el éxido
nitrico, el cual tiene participacidn en diversos procesos inflamatorios como artritis, colitis
y carcinomas. EI NO tiene como representante mas importante y estable a los nitritos 138
en procesos normales las concentraciones de éste en los sistemas bioldgicos se
encuentran estables, sin embargo cuando un sistema se encuentra bajo un proceso
carcinogénico encontramos un incremento de estos metabolitos.

Para tener control de estas especies reactivas nuestro organismo cuenta con diversos
mecanismos antioxidantes, éstos pueden ser de origen enddgeno y exdgeno; de forma
interna contamos con sistemas antioxidantes como la superdxidodismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx) y catalasa, de forma externa se pueden obtener por medio de
la dieta consumida.

Cuando estos mecanismos antioxidantes son rebasados por la alta concentracién de RL, se
genera un desequilibrio en donde el proceso de detoxificacion celular es ineficiente. Para
evaluar el impacto de estas moléculas reactivas presentes en el organismo, existen
diversos marcadores especificos, tal es el caso de la concentracidn de nitritos en plasma
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sanguineo, ya que se ha demostrado que la actividad de estos metabolitos se ve afectada
con la exposicion de compuestos que alteren su produccién; un ejemplo de lo antes
mencionado es el aumento de los niveles de nitritos a través de un proceso carcinogénico

139,140 .
=" Estos niveles pueden ser

inducido por la administraciéon de oxido de niquel.
disminuidos con la aplicacion de diversos extractos de plantas, tal es el caso de la especie
vegetal Heliotropium angiospermum, que muestra una reduccion significativa en los
niveles de nitritos en plasma sanguineo de ratones hembra de la cepa CD-1 con la
aplicacién de extractos hidroalcohdlicos de hoja 10 mg/mLy tallo 5 mg/mL, y los extractos
acuosos de hoja 5mg/mL y tallo de 5mg/mL y 10mg/mL (Gréfica 3). Esta reduccion se
debe a la acciéon de metabolitos secundarios como los flavonoides, que son excelentes
antioxidantes, ya que presentan grupos fendlicos capaces de captar hierro y otros
metales de transicidn, los glicdsidos cardiotdnicos que han demostrado su eficacia sobre
células cancerosas, las saponinas que inhiben el crecimiento de células cancerigenas y los
esteroides y triterpenos libres inducen apoptosis en diferentes tipos de cancer, por lo que
se puede concluir que esta especie vegetal presenta un efecto regulador contra la
generacion de especies reactivas de nitrégeno.

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

Durante los procesos bioldgicos y en el constante intercambio con el medio, se generan
especies quimicas conocidas como RL, a pequeias concentraciones pueden regular
diversos procesos de senalizacion celular y defensa inmune. Sin embargo, altas
concentraciones de estas moléculas dan lugar a estrés oxidativo'*.

Una de las consecuencias del estrés oxidativo es la peroxidacién lipidica, cuya prevencion
es esencial en todos los organismos aerobios, ya que los productos derivados de este
proceso pueden interactuar con el ADN y son potencialmente mutdgenos. Para
contrarrestar los efectos que pueden tener las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
en el organismo existe una gran variedad de sistemas de defensa antioxidante tanto
enzimaticos como no enzimaticos, que funcionan sinérgicamente y protegen al organismo
de los riesgos que conlleva el estrés oxidativo™*.

Dentro de los sistemas enzimaticos se destaca la participacion de la enzima catalasa, esta
es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se encuentra ampliamente
distribuida en el organismo humano, gracias a sus propiedades ha sido estudiada
ampliamente en numerosos procesos patoldgicos.

Tomando en cuenta lo anterior el presente estudio se enfocd en evaluar la actividad de Ia
enzima catalasa en plasma sanguineo de ratones hembras de la cepa CD-1, los resultados
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obtenidos muestran una estimulacidn en el sistema antioxidante de catalasa (Grafica 4).
Esta actividad antioxidante se puede atribuir a la estimulacion de la enzima catalasa por
medio de los metabolitos secundarios como flavonoides, saponinas y esteroides vy
triterpenos libres presentes en esta especie vegetal, ocasionando un efecto sinérgico el
cual les confieren un efecto protector frente a fendmenos de dafio oxidativo.

Actualmente se busca nuevos tratamientos contra la lucha del cancer, por lo que una
excelente alternativa es la busqueda de productos naturales que puedan atacar blancos
especificos, sin ninguna reaccion adversa, por ello es que la presente investigacion de
Heliotropium angiospermum, servira para futuros ensayos como agente anticancerigeno.
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X. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio se puede concluir:

Respecto al estudio etnofarmacoldgico las estructuras mas utilizadas en la
comunidad de Limén Chiquito son la hoja, el tallo y toda la planta.

En relacidon al estudio fitoquimico se encontrd que los metabolitos secundarios
mas abundantes en la especie vegetal Heliotropium angiospermum, son los
glicdsidos cardioténicos, alcaloides, cumarinas, flavonoides y saponinas.

La concentracion de nitritos en plasma de ratones que tienen un proceso de
carcinogénesis se vio disminuida con la aplicacidon de los extractos hidroalcohdlico
de hoja 10 mg/mL y tallo 5 mg/mL, y los extractos acuosos de hoja 5mg/mL y tallo
de 5mg/mLy 10mg/mL.

Por ultimo, se observé incremento en la actividad de la enzima catalasa, por lo que
se puede concluir que los extractos de tallo y hoja aplicados presentan un efecto
antioxidante.
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XIl. Anexo

12.1 Entrevista etnofarmacoldgica

Universidad Nacional Autonoma de México

Facultad de estudios superiores Zaragoza

Unidad Multidisciplinaria de Investigacién, L. 7 P.A Terapia Molecular ‘ @
2 N FE S
ENTREVISTA ETNOFARMACOLOGICA ZARAGOZA

No. de entrevista:
Fecha:
Sexo:

Nombre del entrevistado:

1.- ¢éQué enfermedades ha padecido y cuales han presentado sus familiares mds cercanos?

2.- ¢Qué alimentos consume regularmente?

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

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

5.- éConoce algun otro uso de la planta?

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

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

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

9.- ¢Como fue su aplicacién?
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10.- ¢Codmo inicio y progresod su padecimiento?

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

12.- Cuanto duré el tratamiento? ¢ Con que frecuencia utilizaba la planta?

13.- ¢Cudles 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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