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Actividad Antioxidante de Hoja de Tradescantia spathacea en un Modelo Murino de Cancer

I. RESUMEN

Tradescantia Spathacea es una herbacea de América, en la Republica Mexicana ha sido localizada
en los estados de Chiapas, Puebla, Tabasco, Yucatan, Quintana Roo y Veracruz, donde se
conoce comunmente como “Hierba del cancer” y es empleada en la medicina tradicional como
antiinflamatorio, antiviral, antimicrobiano y antitumoral. Entre las sustancias bioactivas que
caracterizan a la especie se encuentran las antocianinas de tipo rhoeanina, flavonoides de tipo
quercetina, compuestos cumarinicos y esteroides, ademas de dos compuestos descubiertos en
la especie: tradescantin y tradescantoside. De acuerdo a los estudios realizados a la planta se ha
demostrado que extractos etandlicos presentan actividad antioxidante y extractos acuosos
mejoran el dafio hepatico preneoplasico. Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
analizar la actividad antioxidante de extracto acuoso de hoja de Tradescantia spathacea en ratones
hembra de la cepa CD-1 inducidos a cancer con 6xido de niquel (NiO); asi como una
identificacién de metabolitos secundarios mediante métodos colorimétricos especificos para
cada compuesto (glicosidos cardiotonicos (Keller Killiani), alcaloides (Dragendorf y Mayer),
taninos (gelatina-sal), flavonoides (Shinoda), saponinas (espuma, rosenthaler), cumarinas
(fluorescencia, Hidroxamato férrico), naftoquinonas y antraquinonas (Borntriger- Kraus),
esteroides y triterpenos libres (Lieberman Burchard). La actividad antioxidante fue analizada in
vivo administrando un tratamiento con dosis de 13.9 mg/kg, 26.4 mg/kg y 68 mg/kg de
extracto durante 15 dias, evaluando parametros de estrés oxidativo como el sistema antioxidante
de catalasa (CAT), 6xido nitrico y cuantificaciéon de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS). La presencia de alcaloides, taninos, flavonoides y cumarinas fue observada en ambos
extractos. Los resultados indican que los tratamientos con extractos de 1. spathacea disminuyen
significativamente la concentraciéon de 6xido nitrico plasmatico, principalmente el tratamiento
I (13.9 mg/kg), mientras que el tratamiento II (26.4 mg/kg) disminuy6 la concentracion de
o6xido nitrico en tejido hepatico. Con respecto a la actividad de catalasa el tratamiento II (26.4
mg/kg), presenté mayor similitud en concentracién respecto al control negativo, tanto a nivel
plasmatico como hepatico. En condiciones experimentales se demostré que el extracto acuoso
de hoja de Tradescantia spathacea ejerce un efecto antioxidante en ratones hembra cepa CD-1,
inducidos a cancer con NiO.
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II. INTRODUCCION

Durante el proceso evolutivo, con la apariciéon de organismos fotosintéticos, el oxigeno se
acumulé de manera significativa en la atmosfera terrestre, hecho que hizo posible el desarrollo
de la vida aerdbica en nuestro planeta (Hansberg, 2002). Aunado a este acontecimiento los
organismos aerobicos 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 produccion de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno (ROS), lo cual requiri6 el desarrollo de mecanismos antioxidantes (Garcia
et al,, 2012). Cuando la produccién de radicales libres (Especies Reactivas de Oxigeno y
Especies Reactivas de Nitrégeno) supera la capacidad de los mecanismos de defensa, se
desarrolla una situaciéon 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 utiles 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 Tradescantia spathacea.

Alejandva Paola Pedraza Garcia
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III. MARCO TEORICO
3.1 Radicales Libres

Los radicales libres (RL) son todas aquellas especies quimicas, que en su estructura atémica
presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuraciéon
espacial que genera gran inestabilidad. Poseen una estructura birradicalica, tienen una vida media
corta, por lo que actian cercanamente al sitio en que se forman, son dificiles de dosificar y son
muy reactivos (Venereo, 2003), son capaces de reaccionar con diversas moléculas organicas,
mecanismos a través de los cuales provocan dafios a nivel celular y tisular, causando alteraciones
funcionales (Insua, 2003). Desde el punto de vista molecular se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de
transporte de electrones a nivel microsomal y en las reacciones de oxidaciéon (Venereo, 2002).

3.1.1 Biomecanismos de formacion de radicales libres

A nivel extracelular la formacién de tipo aerdbica de los RL se encuentra mediada por dos tipos
de factores; los fisicos, tales como radiaciones ionizantes y los quimicos como lo son: la
contaminacién ambiental, el humo de cigarrillo, algunos aditivos quimicos en alimentos
procesados, hidrocarburos aromdticos, ciertos xenobidticos como pesticidas, fungicidas y
herbicidas (Adachi et al., 2004).

Sin embargo los RL también se producen en la célula, por tres pasos fundamentales (tabla 1) a
través de reacciones de transferencia de electrones, con o sin participacién enzimatica, pero
mediada por iones metalicos de transicion; tal es el caso del radical OH’ que es generado siempre
que el H2O; entra en contacto con iones cobre (Cu*?) o iones ferrosos (Fe™?). Ya que el H:O, y
los complejos metalicos estan presentes en humanos, es 16gico asumir que el OH' puede ser
formado i vivo a través de la cadena de transporte de electores (Figura 1).

Tabla 1. Mecanismos de formacion de radicales libres

1. Transferencia electronica
2. Perdida de un protén de una molécula

3. Ruptura hemolitica de un enlace de cualquier molécula

: Rad. Ionizante.
Ejemplo & ¢, 2H°
0, ——» 0, » H,0; » H;0 + 0,
) SOD Catalasa A
3 reXA / :
s HO |
| e, H (&) |
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Figura 1. Formacion de radical hidroxilo.

Considerada la mayor fuente de formacién de radicales libres. Del total del oxigeno que llega a la mitocondria,
del 5 al 10% se reduce por la accidn de los electrones procedentes de los transportadores de la cadena
respiratoria que escapan de ésta. (Modificado de Maldonado et al, 2010).

3.1.2 Especies reactivas

Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén (reduccién) que necesita, la
molécula estable que lo pierde (oxidacién) se convierte a su vez en una especie reactiva por
quedar con un electrén desapareado, y aunque no todas son RL, son moléculas oxidantes que se
transforman facilmente en éstos, iniciandose asi una reacciéon en cadena. Debido a que los
radicales libres no poseen receptores especificos, tienen una capacidad de agresion
indiscriminada sobre células y tejidos vivientes.

Como producto de nuestro metabolismo se generan distintos tipos de radicales libres, existen
cuatro clasificaciones, las especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno
(RNYS), especies reactivas de hierro (RIS) y las especies reactivas de cobre (RCS) (Martinez ef al.,
2003). Dentro de estas especies reactivas las mas importantes a nivel celular son las ROS vy las
RNS, las cuales se encuentran definidas por su capacidad prooxidante (Maldonado ef al., 2010),
(Venereo, 2002).
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3.1.3 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El oxigeno molecular (O;) tiene dos electrones no apareados en su orbital externo, su reactividad
resulta de esta propiedad birradical y debido a su labilidad quimica, se da origen a la expresion
“especies reactivas de oxigeno”; un término colectivo que involucra no so6lo a los RL derivados
del oxigeno, sino también a los no radicales derivados de la reduccién molecular del oxigeno, y
que ademas son muy reactivos (Tabla 2) (Cardenas y Pedraza, 2000).

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno (ROS).

Radicales libres

Superéxido (Or)

Hidroxilo (OH)
Peroxilo (RO:)
Alcoxilo RO
Hidroperoxilo (HO»)

La capacidad prooxidante de cada radical libre esta determinada por factores como: reactividad,
especificidad, selectividad y difusibilidad. De este modo, el radical hidroxilo reaccionara con
cualquier molécula cercana, dada su elevada reactividad y baja especificidad y su peligro
dependera del compartimento celular en el que se origine o las moléculas a las que ataque.
Especies menos reactivas, como el superoxido (Oy7), reaccionan con menor eficacia pero de
forma mucho mas especifica y selectiva, afectando a enzimas como la xantino oxidasa y la
aldehido oxidasa. Se ha observado su participacion en numerosos procesos citotoxicos, a pesar
de ser una especie menos reactiva que otros radicales. Tal parece que es un agente que no actua
directamente, sino que, al metabolizarse por la enzima superéxido dismutasa (SOD) a perdxido
de hidrogeno (H»O;) puede actuar por si mismo como fuente de otros radicales libres y como
reductor de iones metalicos de transicién (Figura 2).
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Figura 2. Produccion de especies reactivas de oxigeno.

Las mitocondrias son la fuente principal de produccion de ROS entre las que se incluyen los RL. Durante la fosforilacidon
oxidativa, existe un flujo (- - -) de electrones (e’) a través de los complejos (del I al IV) de la cadena respiratoria en la
membrana mitocondrial interna (MMI), donde el oxigeno molecular es el Gltimo aceptor de electrones, dando como
resultado la produccion de agua y la obtencidn de energia con la formacién de ATP. Durante su viaje a través de la cadena
respiratoria, algunos electrones pueden escapar de los diversos complejos que forman la cadena y reducir el oxigeno
molecular dando lugar a la formacion del superdxido (Oy~); éste, mediante la accidn de la enzima superoxido dismutasa
(SOD), da origen al peréxido de hidrégeno (H,0,), que también puede ser formado mediante la accidn de la monoamina
oxidasa (MAO), enzima que se encuentra en la membrana mitocondrial externa (MME). El H,0, puede ser inactivado
mediante la accion de la enzima catalasa o mediante la actividad de la glutatién, o bien al encontrase en presencia de
metales de transicidn como el hierro, y dar lugar a la reaccion de Fenton para formar el RL mas reactivo y mas dafiino: el
radical oxidrilo (OH'), responsable de la mayoria de los dafios celulares causados por los RL, cuando éstos logran escapar
del espacio intermebranal (El) de la mitocondria al citosol (CIT) o a la matriz mitocondrial (MMT).

3.1.4 Especies reactivas de nitréogeno (RINS)

Las especies reactivas de nitrégeno (RNS) incluyen radicales libres y moléculas que no tienen
caracter de radical libre, (Tabla 3). El representante mas sobresaliente de las RNS es el 6xido
nitrico (*"NO), ya que interviene en diversas funciones bioldgicas, participa como constituyente
del factor relajante derivado del endotelio, el cual puede relajar la musculatura lisa vascular,
inhibir la agregacién plaquetaria y disminuir o inhibir la transmisién del mensaje neuronal;
también es importante en la repuesta inmune, pues los macréfagos producen 6xido nitrico como

parte de sus mecanismos citotoxicos (Maldonado ez a/, 2010).
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Tabla 3. Especies Reactivas de Nitrégeno (RNS).

Radical libre Especies reactivas no radicales ‘
Oxido nitrico (NO) Peroxinitrito (ONlOO')
Diéxido nitrico (NO") NO™ O,

La molécula de NO carece de carga, lo cual le permite difundir libremente a través de las
membranas celulares y reacciona con el oxigeno de la atmédsfera a temperatura ambiente,

formando biéxido de nitrégeno (NO») (Sanchez, 2003).

EINO es el factor endogeno relajante del endotelio mas importante, provocando dilatacion del
musculo liso vascular en respuesta a la estimulacién celular endotelial. Es sintetizado en las
células endoteliales por la enzima 6xido nitrico sintetasa (SON), que utilizando como sustratos
el fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADPH), y el oxigeno, convierte la L-
arginina en NO vy citrulina (Figura 3) (Sanchez, 2003).

L-arginina —— N_hidoxil L-arginina — L-citrulina + NO-%

N

Sintasa del 6xido nitrico (SON)

Figura 3. Sintesis de o6xido nitrico.

3.1.5 Efecto nocivo de radicales libres a biomoléculas

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre diferentes
macromoléculas:

1. Lipidos. Es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso que se conoce como
peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, ya que se
altera la permeabilidad de la membrana celular produciéndose edema y muerte celular. La
peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo representa una forma de dafio histico que
puede ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singulete, el peréxido de hidrégeno y el
radical hidroxilo. Los 4cidos grasos insaturados son componentes esenciales de las membranas
celulares, por lo que se cree son importantes para su funcionamiento normal; sin embargo, son
vulnerables al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno (Justo, 2002).
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Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son:

a) La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.

b) Los contenidos de la membrana en acidos grasos poliinsaturados y su accesibilidad.

d) La presencia de hierro.

e) El contenido celular de antioxidantes (B-carotenos, a-tocoferoles, glutation).

f) La activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reacciéon como es el caso de
la glutation peroxidasa (GSH-Prx).

Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada”, con produccion de radicales libres
que lleva a la formacién de peréxidos organicos y otros productos, a partir de los acidos grasos
insaturados; una vez formados, estos radicales libres son los responsables de los efectos
citotoxicos.

2. Proteinas. Hay oxidacién de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por dltimo hay
formacion de grupos carbonilos (Justo, 2002).

3. Acido desoxcirribonucleico (ADN). Ocurren fenémenos de mutaciones y carcinogénesis, hay
pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones
oxidativas de las bases, delecciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas,
reordenamientos cromosémicos y desmetilacién de citosinas del ADN que activan genes. El
dafio se puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida de algunos genes supresores de
tumores que pueden conducir a la iniciacién, progresion, o ambas de la carcinogénesis). Los
genes supresores de tumores pueden ser modificados por un simple cambio en una base critica
de la secuencia del ADN (Justo, 2002).

3.1.6 Estrés oxidativo y su relacién con el cancer

El dafio o estrés oxidativo 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 produccién de
especies reactivas del oxigeno. Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion
estructura-funcién en cualquier érgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto se
reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la
evoluciéon de un numero creciente de entidades y sindromes de interés médico-social,
involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos (Justo, 2002).

Por otra parte, se encuentra el cancer, que es per se una enfermedad inductora de estrés
oxidativo, ya que las células neoplasicas producen de forma intrinseca una mayor cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ERO) que las células normales. Algunos estudios han observado
que pacientes con cancer avanzado presentan concentraciones plasmaticas de ERO mas elevadas
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que los sujetos sanos, mientras que los niveles de actividad enzimatica de los sistemas
antioxidantes como glutatién peroxidasa y superoxido dismutasa (SOD) se hallan disminuidos
(Vifas, Puig y Porta, 2012).

Los mecanismos por los cuales las células neoplasicas presentan niveles de ERO mas elevados
que las células normales pueden ser multiples. En primer lugar, las células neoplasicas tienen
incrementadas sus necesidades metabolicas, por lo que requieren mayores cantidades de ATP
producido por las mitocondrias para mantener su elevado ritmo de crecimiento y proliferacion.
La sintesis desmesurada de ATP mitocondrial contribuye a la producciéon de ERO. A esto se le
aflade que las células tumorales utilizan en mayor grado la via de la glucolisis para la sintesis de
ATP (etecto Warburg), que es mucho menos efectiva que la cadena respiratoria mitocondrial.
Esta alteracién en el funcionamiento mitocondrial favorece la fuga de electrones desde el
complejo respiratorio hacia el citoplasma, originandose una mayor cantidad de radicales libres
intracelulares. Al estrés oxidativo generado por las alteraciones metabdlicas de las células
neoplasicas se le anade la produccion de grandes cantidades de ERO por parte de las células
inflamatorias que infiltran el tejido tumoral y que incrementan el estrés oxidativo en el
microambiente tumoral.

Ademas, la mayoria de los pacientes oncoldgicos padecen anorexia, hecho que impide el correcto
aporte de nutrientes y por lo tanto un déficit de vitaminas y otros antioxidantes que compensen
la produccién de radicales libres. Este déficit puede verse agravado por las nduseas y los vémitos
originados por los tratamientos oncoldgicos o por la propia enfermedad, que dificultan la ingesta
de alimentos. A todos estos factores hay que anadirles los radicales libres generados por los
tratamientos oncoldgicos especificos como la quimioterapia y/o la radioterapia (Fig. 4) (Vifias e#
al., 2012).

Figura 4. Factores que influyen en la elevacion del EO en pacientes con cancer.

Existen estudios que sugieren que la respuesta de las células tumorales a las ERO puede ser
dependiente de la dosis, ya que niveles elevados de estrés oxidativo son toxicos para las células
tumorales, mientras que niveles bajos pueden estimular la proliferacién celular. Algunos
mecanismos de defensa adaptativa celular, como las enzimas antioxidantes y los sistemas de
proteccion redox, ayudan a regular el estrés oxidativo leve, no obstante estos mecanismos tienen
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una capacidad limitada en las células neoplasicas, por lo que una produccién excesiva de ERO
durante el tratamiento de quimioterapia puede elevar los niveles de estrés oxidativo hasta tal
punto que desencadenen la muerte celular. Por otro lado las ERO pueden actuar como
mensajeros en las vias de transduccion de sefial intracelular y promover el crecimiento y
proliferacién celular contribuyendo al desarrollo del cancer (Figura 5 y 6). En la iniciacién se
produce el dafio al ADN y por lo tanto la mutacion celular, durante la promocion las células
mutadas se dividen rapidamente por pérdida del control del ciclo celular y disminucién de la
apoptosis, finalmente en la fase de progresion las células tumorales adquieren habilidad
angiogénica y metastasica con lo cual migran y colonizan tejidos distantes. Ademas, cambios en
el estado redox de algunos factores de transcripcion pueden contribuir a la proliferacion celular
incontrolada (Vifias ez al., 2012).

Figura 5. Fases de la carcinogénesis
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Figura 6. Participacion de ROS/RNS en los diferentes estadios de carcinogénesis. (Modificado de Zorrilla et
al. 2004).

3.1.7 Enfermedades asociadas a estrés oxidativo

El dafio celular que producen las especies reactivas y los radicales libres provoca gran variedad
de cambios bioquimicos y fisiolégicos en la célula, ocasionados por la activacién de una reaccion
en cadena, induciendo a que se presenten diversas enfermedades, como mutagénesis,
transformacion celular, envejecimiento celular, trastornos del sistema nervioso central, infarto
de miocatrdio, diabetes, ateroesclerosis, procesos inflamatorios, el de isquemia/reperfusion,
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cataratas, depresion, diversos tipos de cancer, entre otros
(Tabla 4) (Ghosh, 2000).
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Tabla 4. Enfermedades neurodegenerativas asociadas a EO por dafio a proteinas. (Modificado de Dorado,
et al., 2003).

Proteina alterada Lesidn Enfermedad
neurcdegenerativa

B-Amiloides Formacion de placa Enfermedad de
Alzheimer

Proteina TAU Marafia neurofibrilar Demencia
frontotemporal

Huntingtina Inclusiones nucleares Enfermedad de
Huntington

a- Sinucleina Cuerpo de Lewly Enfermedad de Parkinson

3.2 Mecanismos antioxidantes

Las reacciones de 6xido- reduccion son esenciales en los procesos metabolicos, debido a ello el
cuerpo humano mantiene un balance constante que preserva el equilibrio entre las sustancias
generadas (Montero, 1996). Cuando ocurre un desbalance, el organismo posee una serie de
mecanismos de proteccion, de manera que los radicales libres derivados de la activacion del
oxigeno pueden ser transformados a productos menos toxicos o no téxicos (Drogue, 2002). Este
sistema esta constituido por un grupo de sustancias conocidas como “antioxidantes” que estan
especializados a la corta vida media, que presenta un RL y comprende moléculas pequefias,
endégenas y exdgenas. La proteccion de las células contra los radicales libres derivados del
oxigeno comprende no solo la captura de estos intermediarios agresivos, sino también la
prevencion de su formacion, la inhibicién de su propagacién y la reparacion de las lesiones
(Gonzalez, Betancourt y Ortiz, 2000). (Figura 7).

— Vias do aidacian
ONOO # Vias de reduccitn
of
. RH 0
O,—» Oy OH—3 R+ H,0 —» ROO’
500 Fe?* Cu* vitaming £
¥ w
Hz0 ROOH
calalasa /~ + ™. GS5H-peroxidasa + G5H-peroxidasa +
1 HO N gsH v GSH
[ '
HoO 4+ 12 0y HaO + GSS5G ROH + HaO + GS5G

Figura 7. Sistema de detoxificacion de las ROS.
Las flechas en azul indican las principales reacciones de oxidacidn y formacién de ROS. Las flechas en rojo
indican las principales vias de reduccion v metabolizacién de las ERO. (Tomada de Vifias. et al.. 2012)
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La primera linea de defensa del organismo contra los radicales libres es la prevencién, esto
implica la accién de procedimientos que bloquean su formacién, como serfa la presencia de
proteinas que se unen a metales (en particular hierro y cobre) lo que controla eficientemente la
lipoperoxidacién y la fragmentacion del ADN, ya que de esta manera se evita la participacion de
estos metales en las reacciones donde se producen las diferentes especies reactivas de oxigeno.

En un segundo nivel de proteccion esta la accion de los antioxidantes, que eliminan a los radicales
para suprimir su actividad nociva en la célula. Si después de la accion de los antioxidantes el dafio
persiste, el ultimo nivel de proteccion de la célula consiste en la reparacion de las lesiones, lo que
reside basicamente en la actividad de enzimas que repararan el dafio inducido por los radicales
libres al ADN, y de otras que destruiran las proteinas dafiadas por los radicales libres o las que
removeran los acidos grasos oxidados de las membranas (Gonzalez, Betancourt y Ortiz, 2000).

3.2.1 Antioxidante: definicion

Un antioxidante es aquella sustancia que esta presente en bajas concentraciones respecto a la de
un sustrato oxidable (biomolécula) retarda o previene su oxidacion. Los antioxidantes que se
encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos pueden bloquear parte de este
dano debido a que estabilizan los radicales libres; tienen la capacidad de inhibir la oxidacion
causada por éstos, actuando algunos a nivel intracelular y otros en la membrana de las células,
siempre en conjunto para proteger a los diferentes 6rganos y sistemas (Figura 8). 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 acciéon de los RL ya formados (Vazquez ef a/, 2012), (Halliwell y
Gutteridge, 1999).

Citosol
Vitamina E )' Cu Zn SOD
Beta caroteno GSH _

| GSH Percxidasa

N | Lisosomas
NUCLEO C O\ vimimc
Reticulo ™ // ;‘::g;m
Endoplasmico, e ST >
Vitamina € W) Mitocondria
Beta carotenc ) Mn SOD
()O GSH Peroxidasa
Peroxisom o \ t GSH
Catalasa
Vitamina E
Beta caroteno

Figura 8. Principales sistemas celulares de defensa antioxidante.
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3.2.2 Sistema de defensa antioxidante y su clasificacion

Los sistemas biolégicos en ambientes oxigenados han desarrollado mecanismos de defensa,
tanto a nivel fisiolégico como bioquimico. Entre ellos destacan, a nivel fisiologico, el sistema
microvascular, cuya funciéon es mantener los niveles de O en los tejidos, y a nivel bioquimico,
la defensa antioxidante puede ser enzimatica o no enzimatica (Tabla 5); asi como, ser un sistema
reparador de moléculas.

Sistema enzimatico: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y
DT-diaforasa.

La SOD es la responsable de la reaccion de dismutacion del Oze- a H,O», que en reacciones
posteriores, catalizadas por la catalasa o por la GPx, se convierte en HO y O,. La catalasa tiene
como funcién principal eliminar el H,O, generado de la $-oxidacién de los acidos grasos,
mientras que la GPx degrada el H,O: citoplasmatico. .a DT-diaforasa, cataliza la reduccion de
quinona a quinol y participa en la reducciéon de drogas de estructura quinénica (Martinez, 2007).

Los Sistemas no enzimaticos comprenden: La vitamina E, vitamina C, B-caroteno, ferritina,
ceruloplasmina, selenio, glutation reducido (GSH), manganeso, ubiquinona, zinc, acido urico,
coenzima QQ, melatonina, bilirrubina, taurina, cisteina y metabolitos secundarios como los
flavonoides (Tabla 6).
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Tabla 5. Sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico.
Enzimiticos

Protegen al organismo contra la formacién de nuevos RL y a la vez reparan biomoléculas daiadas
por estos.

I. Grupo Modo de accién Referencias

(Céspedes et al., 1996)

0O, — HO:
Superéxido dismutasa (SOD)

(Céspedes et al., 1996)

H.O0.—— H.O + O,
Catalasa (CAT)

(Jones et al., 2000)
HYO2 ’_% H2() + 02
Glutatién peroxidasa (GPx)

DT- diaforasa Q+2e +2H' — > QH, (Begona et al., 2013)
No Enzimiticos

Cuya funcién principal es la captura de los RL deteniendo el proceso oxidativo.

Clasificacién: 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)
Bilirrubina Inhibe peroxidacion (Otero et al., 2009)
Acido trico Quelante (Hernan et al., 2011)
Albtimina Quelante (Cordova et al., 2009)
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Tabla 6. Fuentes antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos

Enzimiticos

I. Grupo

Superéxido dismutasa (SOD)

Catalasa (CAT)

Glutatién peroxidasa (GPx)

Proteinas de uni6én a metales
(GR)

No Enzimaticos
Vitamina E
Carotenoides
Coenzima Q
Vitamina C
Bilirrubina
Acido trico
Albtimina

Acido tioctico

Fuente de generacién

Mitocondria (Mn-SOD), Citosol (Cu-

7Zn.SOD).

En eritrocitos

Citosol y membranas celulares

Ribosomas

Semillas, frutas y verduras.

Verduras y frutas amarillas y naranjas.

Mitocondria

Semillas, frutas y verduras.
Metabolismo de grupos hemo
Metabolismo de las purinas

Plasma

Citosol, membranas celulares y plasma
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3.2.3 Enzima catalasa y su funcién como antioxidante

La catalasa, con estructura tetra heminica (cuatro subunidades proteicas, cada una con un grupo
hemo unido a su sitio activo), participa en la eliminacion del peréxido de hidrégeno formado
como producto de la actividad de enzimas oxidasas (por ejemplo, la xantina oxidasa). En su

mecanismo de accion, la propia molécula de agua actiia como donante de electrones:

1
HzOz g 2H20 +02

Esta importante enzima se encuentra en sangre, médula ésea, mucosas, rifion e higado, pero su
actividad se localiza basicamente en los peroxisomas, en donde cataliza la conversion del H.O,
en muchos tejidos (Benitez, 2006), (Gonzalez, Betancourt y Ortiz, 2000). La funcién principal
de la catalasa es degradar al peréxido de hidrégeno evitando asi la formacion de los radicales
altamente reactivos como lo son el radical hidréxilo y oxigeno.

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 inflamacion, las
mutaciones, el envejecimiento y ciertos tipos de cancer (Mora et al., 2009).

3.2.4 Terapia antioxidante

El tema de la terapia antioxidante es muy controvertido dentro de la comunidad cientifica y
médica. L.a mayorfa relaciona este término con la administracion de formulaciones que
contengan productos antioxidantes de forma tnica o complementaria en la terapia de una
enfermedad especifica (Nunez, 2011). Existen dos opiniones opuestas sobre el uso de
antioxidantes en la terapia del cancer. Una hipotesis propuesta por Prasad y col. (1999), en la
cual los suplementos de antioxidantes junto con modificaciones de la dieta y el estilo de vida
pueden mejorar la eficacia de terapias estandares y experimentales del cancer, asi como mejorar
la calidad de vida al reducir o prevenir los efectos secundarios. Por otro lado, el argumento contra
el uso de suplementos antioxidantes, ante la evidencia del efecto apoptético de las ERO durante
la quimioterapia, el cual puede verse disminuido por una dieta alta en AO. Tedricamente, los
antioxidantes pueden ejercer sus efectos protegiendo a las células tumorales tanto como a las
células sanas, reduciendo asf la efectividad de la terapia citotoxica (Begofa ef al., 2013).

Segun la Sociedad Americana contra el Cancer (American Cancer Society), considera que lo mas
recomendable en el control del estrés oxidativo por reforzamiento de los sistemas antioxidantes
para la prevencién del cancer, es incrementar el consumo de frutas y vegetales en la dieta, lo cual

se ha asociado con una reduccién del riesgo de enfermedades cronicas. (Garcfa, Saldafia y
Saldana, 2012).
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3.2.5 Metabolitos secundarios en las plantas como fuente natural de antioxidantes

El hombre utiliza las plantas con propositos medicinales desde tiempos prehistéricos y aun hoy
tienen un papel clave en el mantenimiento de la salud de la mayor parte de la poblacion mundial,
pese a los avances de la medicina moderna (Carvajal ¢ a/., 2009). Las plantas como fuente de
antioxidantes se pueden utilizar para la preservacion del valor nutritivo previniendo el deterioro
oxidativo, entre los antioxidantes mas importantes en los alimentos cabe destacar: vitamina C,
carotenoides, vitamina E y en la actualidad los polifenoles. Una gran cantidad de estudios han
establecido que los compuestos fenodlicos de las plantas son antioxidantes potentes con efectos
antimutagénicos y anticarcinogénicos (Martinez, 2007).

En los ultimos afios la capacidad antioxidante que presentan determinados polifenoles,
especialmente flavonoides, presentes en diferentes vegetales ha cobrado gran interés cientifico,
estas sustancias se forman a partir de la fenilalanina y la tirosina, combinados con unidades de
acetato. La estructura quimica de los compuestos fendlicos, es la que les confiere su capacidad
para actuar como captadores de radicales libres. El tipo de compuesto, el grado de metoxilacion
y el nimero de grupos hidroxilo son algunos de los parametros que determinan esta actividad
antioxidante (Valls, 2010). (Tabla 7).

Tabla 7. Efectos clinicos de los flavonoides

Efectos clinicos de los flavonoides
Antiinflamatorio -Disminuyen la inmovilizacién de leucocitos
-Disminuyen la activacién del complemento
-Reducen los niveles de ciclooxigenasa
Antitumoral -Protegen al DNA del dafio oxidativo
-Impiden la modificacién de bases
Antieterogénico -Disminuyen el riesgo de enfermedades coronatias

-Reducen los niveles de colesterol

Se considera que no todos los efectos son debidos a las vitaminas antioxidantes y flavonoides,
sino que en los alimentos se encuentran otros compuestos que contribuyan de forma indirecta a

la reduccién de estas patologias (Valls, 2010).

3.3 Familia Commelinaceae

La familia Commelinaceae comprende 41 géneros y cerca de 650 especies. La mayor diversidad
se encuentra en Africa y Madagascar con el 40% de las especies. Las Commelinaceas son
encontradas en una variedad de habitats principalmente en regiones tropicales y subtropicales y
en un amplio rango de elevaciones (Smith ez a/., 2004).
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3.3.1 Descripcion botanica

Plantas herbaceas perennes, perennes de vida corta o anuales, por lo comun algo suculentas,
acaules o con un tallo bien desarrollado, erectas, postradas, decumbentes o escandentes; raices
fibrosas y/o carnosas; hojas simples, alternas, enteras, paralelinervias, envainantes en la base, a
menudo coloreadas con pigmentos rojizos o morados; inflorescencias terminales y/o axilares,
cimosas, constituidas por cincinos helicoidales que llevan una a muchas flores, a veces tirsiformes
o menos frecuentemente las flores solitarias o pareadas; flores actinomorfas a zigomorfas,
bisexuales, hipdginas, efimeras y delicuescentes; caliz y corola claramente distintos; sépalos 3(2),
imbricados, libres o parcialmente unidos; pétalos 3(2), libres o unidos en la base, iguales o
desiguales; estambres seis, a veces solo tres o uno fértiles y los demas transformados en
estaminodios o bien ausentes, filamentos frecuentemente barbados con pelos moniliformes,
anteras biloculares; ovario supero, tri - a bilocular, sésil, estilo simple, estigma terminal, pequefio
y capitado, lobulado o penicilado; fruto capsular, loculicida, o raramente bacado o bacciforme y
entonces indehiscente; semillas lisas o frecuentemente reticuladas o rugosas, provistas de un hilo
punctiforme a linear y de un opérculo o embriotegio dorsal a lateral, y un endospermo farinoso.

Familia con alrededor de 40 a 45 géneros y cerca de 600 especies distribuidas en las regiones
templadas y calidas de ambos hemisferios. Algunos de sus taxa son de amplio uso como plantas
ornamentales, principalmente por su follaje colorido y por su facil propagacion vegetativa. De
México se conocen 118 especies nativas. (Espejo ez al., 2009).

3.3.2 Estudios quimicos

Aunque la familia Commelinaceae es muy numerosa, se han realizado estudios fitoquimicos
detallados que caracterizan metabolitos secundarios de sus géneros aunque algunos de estos no
han sido objeto de investigacion quimica como es el caso de Tradescantia spathacea.

Algunos géneros de esta familia son utilizados como planta de ornato, debido a los colores
intensos que presentan en sus hojas y flores como es el caso de los géneros Zebrina y
Commelina. Esto mismo ha sido motivo para que algunos investigadores estudiaran los
pigmentos de estas especies, como es el caso de la investigacion fitoquimica realizada a Zebrina
pendula, de la cual se aislaron e identificaron algunos metabolitos contenidos en los pétalos de
sus flores y que presentaron la estructura de 3-O-(6-0-(2,5-di-O-cafeil-L-Arabinofuranosil)-3-D-
Glucopiranosil)-3,7-di-O-(6-O-Cafeil-3-D-Glucopiranosil) Cianina. (Idaka ez /., 1987).

En esta familia también se han identificado compuestos de tipo flavonoide como la
isoflavacomelitina aislado de Commelina comunis. (Kosaku et al., 1996).

Uno de los géneros mas estudiados por atribuirle propiedades medicinales es el genéro
Commelina. Asi, Commelina undulata y de esta planta lograron identificar los compuestos; 2-
heneicosanona, n-octacosanol, [B-sitosterol, B-D-glucésido de sitosterol y un triterpeno
caracterizado como acetato de dammar-12, 25-dieno. (Sharma y Tandan, 1982).
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Se han realizado numerosos estudios a distintos géneros de la familia Commelinaceae, dentro de
los que se encuentran Zebrina pendula, Tradescantia spathacea y Setcreasa purpurea 'y de estas plantas
aislaron antocianinas acetiladas. El método de separacion de estos pigmentos fue cromatografia
liquida de alta eficiencia. (Idaka ez /., 1987).

3.3.3 Estudios farmacolégicos

En la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia de Colombia se investigé la actividad
antiviral y antitumoral de nueve especies de plantas medicinales de Colombia y dentro de estas,
se encontraba Callisia grasilis de la familia Commelinaceae y encontraron que esta planta
presentaba actividad antiherpética. (Galvis ez a/., 1999).

Por estudio fitoquimico de la planta Forrestia mollissima se aislé del extracto de butanol un
compuesto que mostrd actividad depresiva en el sistema nervioso central. Este compuesto fue
denominado ecdisterona. (Tandon ez 4/, 1982).

Las commelinaceas en los trépicos tienen usos medicinales; el liquido extraido es usado para
tratar infeccion de ojos, pero su eficacia no ha sido investigada. (Smith ez /., 2004).

En el Choco (Colombia) Zebrina péndula se usa como antiveneno. En la medicina tradicional
Zapoteca en Oaxaca (México), la especie es utilizada en el tratamiento empirico de erisipela,
infecciones locales, dolor, edema, tumores y enfermedades inflamatorias. En México y
Guatemala es empleada como antiinflamatorio (riién y tracto urinario). Es utilizada
principalmente por la poblacién indigena de Guatemala y Venezuela para controlar los niveles
de glucemia en el tratamiento de la diabetes mellitus y como diurético. (Ramirez ez a/., 2013).

Un ensayo del efecto de Zebrina péndula en ratones normales y con diabetes experimental,
concluyé que la administracién aguda en ratones normales y en ratones con diabetes
experimental (estreptozotocina) no produce hipoglicemia; por el contrario, se obtiene un
incremento debido posiblemente a presencia de almidones y carbohidratos presentes en el
extracto. (Ramirez e al, 2013).

Dos fracciones obtenidas por cromatografia (esteroide y flavonoide), las cuales fueron
administradas a ratas diabéticas (aloxano) durante 4 semanas, revelaron que la fracciéon esteroidal
presenta una disminucion estadisticamente significativa en la glicemia desde la primera semana.
(Ramirez ¢t al., 2013).

3.4 Género Tradescantia

El género agrupa alrededor de 70 especies de regiones tropicales o subtropicales; zonas
templadas y célidas del Nuevo Mundo, desde Estados Unidos hasta Uruguay y el centro de
Argentina. En México se distribuyen 42 de ellas. (Espejo ez al., 2009).
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3.4.1 Descripcion botanica

Plantas herbaceas perennes, perennes de vida corta o muy raramente anuales, erectas o postradas;
raices fibrosas o tuberosas; hojas de forma variable, con la vaina foliar mas o menos diferenciada;
inflorescencias terminales o axilares, constituidas por pares de cimas sésiles o pedunculadas,
generalmente asociadas a un par de bracteas basales, folidceas o espataceas; flores pediceladas,
persistentes, actinomorfas; sépalos tres, libres, naviculares, persistentes, a veces petaloides o
hialinos; pétalos tres, usualmente libres, unguiculados en la base, rara vez unidos en la base para
formar un tubo delgado; estambres seis, todos fértiles y por lo general iguales, filamentos
frecuentemente pubescentes, conectivo de las anteras engrosado; ovario trilocular, con dos
ovulos por l6culo; capsula dehiscente por tres valvas; semillas semipiramidales, por lo general

rugoso-reticuladas, con el hilo central, linear o raramente punctiforme y el embriotegio dorsal o
lateral (Espejo ez al.,2009).

3.5 Tradescantia spathacea Sw.
3.5.1 Clasificacién Taxonémica (Cronquist, 1988), (Sterwart y Ronthwell, 1993).

Reino: Plantae

Subreino: Fanerégamas
Subdivision: Angiospermophytina
Clase: Monocotiledénea (Liliopsida)
Subclase: Commelinaceae

Género: Tradescantia

Especie: spathacea

3.5.2 Sin6nimos

Rhoeo discolor (1 Hér) Hance
Rhoeo spathacea (Sw.) Stearn.
Tradescantia discolor (Palacios y Barreda, 2000), (Rosales e# al., 2007).

3.5.3 Nombres comunes

Maguey morado, arca de Noe, sangtfa, sanguinaria, tripa de pollo, barco, barquito, buquecito,
canoa, flotilla de Gaitan, cordoban, almeja, amor y celos, seroncito, zapatillo, zapaton, zapaton
del obispo, magueyito, sefioritas embarcadas, lirio embarcado, tres hombres en un boté, Hierba
del cancer, barquilla, zopilotera, matlali. (Palacios y Barreda, 2000).
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3.5.4 Descripcion botanica

Planta herbacea de hojas lanceoladas, gruesas, suculentas, jugosas, acuminadas, sésiles de 20-25
cm de largo con 3.5 cm de ancho, imbricadas, lisas, de color morado — obscuras en el envés; tallo
erecto o reclinado, de 20 cm de longitud, plano, pero ranurado, con una densa roseta; vaina de
4 c¢cm de ancho; flores blancas con tres pétalos ovaladas de 5-8 mm de largo, densamente
recostado en forma de barquilla, bracteas color purpura, brotes en medio de la base de las hojas;
semillas rugosas o asperas de 3 mm de largo y de 1-1.5 mm de ancho (Figura 9) (Martinez, 1979).

Figura 9. Hojas y flores de Tradescantia spathacea.

3.5.5 Habitat

Habita en climas calidos y semicalidos desde el nivel del mar hasta los 1200 msnm. Planta

cultivada en huertos familiares, asociada a bosques tropicales subperennifolio y perennifolio.
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3.5.6 Distribucion

Esta planta es originaria de América se da principalmente en Centroamérica y en regiones
tropicales, crece también en México, las Antillas Mayores y en algunas Menores, en la Florida y
Bahamas, Belice y es ampliamente cultivada en todo el mundo como planta ornamental.
(Palacios y Barreda, 2000), (Hunt, 1996).

El rango de distribucion del maguey morado incluye los estados de Campeche, Chiapas, Puebla,

Tabasco, Yucatan, Quintana Roo y Veracruz (Figura 10) (Martinez, Gordillo y Guadarrama,
2011).

Figura 10. Distribucion de Tradescantia spathacea.
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3.5.7 Registros etnobotanicos

La Rhoeo Spathacea Sw. (Arca de Noé), es una planta utilizada en el interior de Guatemala para el
tratamiento de la Diabetes Mellitus, enfermedad que se caracteriza por una alteracion en el
metabolismo de los carbohidratos. (Palacios y Barreda, 2000).

Las hojas recién recogidas y machacadas se utilizan como astringente. Se han empleado contra
hemorragias en dolores menstruales y como antidiarreico, las hojas calentadas y colocadas sobre
la cabeza se utilizan para la cefalea. Se reporta que la hoja por contacto puede desencadenar
irritacién. En Haitf se usa para amenorrea y como abortivo. (Palacios y Barreda, 2000).

T. spathacea es una planta tradicionalmente utilizada como un alimento funcional en América del
Sur, donde las hojas se hierven y se toman por via oral en el dia para el tratamiento del cancer y
la gonorrea. (Rosales ez al, 2007), (Joash, Yau y Sui, 2014), (Diaz, Gonzalez y Gémez, 2008).
También es ampliamente utilizada en la medicina tradicional en Tabasco, es usada para el
tratamiento de heridas infectadas, pustulas, hinchazén, gangrena, para contrarrestar el efecto de
la mordedura de serpiente y para acelerar la cicatrizacion.

Es también utilizado como infusién para contrarrestar la tos y problemas bronquiales.
(Resendez, 1996). Se cree que la decoccion de hoja es buena para aliviar el sangrado frio de la
nariz. (Joash, Yau y Sui, 2014).

Esta planta ha demostrado poseer actividad antitumoral, antigenotoéxica, antimutagénica,
antioxidante y actividad antibacteriana. (Quoc ez al., 2015).

En el estado de Tabasco la poblacién utiliza el polvo de las partes aéreas de esta hierba como un
antiinflamatorio en el tratamiento de la artritis, también las hojas se hierven en agua para dar un
liquido de color amarillento claro y una pequefia taza se bebe diaria para el tratamiento de la
inflamacion crénica. (Pérez, 1990).

En Puebla se utiliza para tratar el cancer, también se ocupa contra disenterfa. En Chiapas se usa
para llagas y heridas, la coccion de las hojas con la cual se lava tres veces al dfa o hasta que sana
la zona afectada, segun el atlas de las plantas medicinales utilizadas en la medicina tradicional de
México. (Santiago, 1990).

3.5.8 Estudios Quimicos

La planta contiene antocianinas (rhoeanina sélo descrita en esta planta) y -D-glucosa, en un
tamizaje fitoquimico de las hojas no se detectaron alcaloides, flavonoides, saponésidos y taninos,
se han reportado varios aminoacidos en hojas de esta planta. (Palacios y Barreda, 2000).

Algunas sustancias quimicas detectadas en T. spathacea son flavonoides, antocianinas, saponinas,
carotenoides, ceras, terpenos y compuestos cumarinicos y esteroides. (Rosales ¢z a/, 2007).
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Las hojas contienen una antocianina primaria del tipo rhoenina, encontrada por espectrometria
de masas por bombardeo atémico. (Joash, Yau y Sui, 2014).

En un ensayo bioguiado de las partes aéreas de T. spathacea encontraron dos nuevos compuestos,
(*) tradescantin y tradescantoside, junto con catorce compuestos conocidos incluyendo tres
derivados de butirolactona, nueve compuestos fenolicos, un flavonoide y un glucésido, que
poseia efecto inhibidor hacia PTP1B. Estos resultados han puesto de manifiesto la utilizacién
potencial de T. spathacea Sw. en el descubrimiento de inhibidores de PTP1B para el tratamiento
de la diabetes tipo 2. (Quoc et al., 2015).

El estudio quimico y farmacolégico a extractos hidroalcohélicos del maguey morado, dieron
como resultado la presencia de flavonoides tipo quercetina. (Dfaz, Gonzalez y Gémez, 2008).

Por otro lado, por estudio fitoquimico de esta especie se descubrié la presencia de los
compuestos cloruro de sodio, cloruro de potasio, acido hexadecanoico, acido 9, 12-
octadiecanoico, hidrocarburos saturados (ceras), carotenos y un compuesto importante de
estructura cumarinica hidroxilada 4-(2,4-dihidroxi-fenil)-5-hidroxi-5H-furan-2-ona) que podria

ser la responsable de la accion antiinflamatoria y bactericida. (Dominguez, 2002).

3.5.9 Estudios Farmacologicos

La infusion de las hojas de R Spathacea Sw. (Arca de Noé) no tiene efectos toxicos a dosis menor
o igual a 5 g/Kg. de peso, ademas se observd que dosis de 750 mg/Kg. de peso producen
disminucién en la glicemia desde la segunda a la sexta hora, mientras que con dosis de 1000
mg/Kg. de peso la disminucion en la glicemia inicia también en la segunda hora pero termina en
la cuarta. Dosis de 1250 mg/Kg. de peso producen un aumento desde la primera hora hasta la
quinta. (Palacios y Barreda, 2000).

La accién sedante de un extracto etandlico (80%) de las hojas ha sido investigada por apreciacion
de la actividad motora en ratas. A dosis de 1900 mg/Kg por via intraperitoneal, encontrandole
un efecto analgésico moderado pero significativo 30 y 60 minutos después de la administracion,
efecto que no parece ser dosis dependiente (Quoc ¢ al, 2015), **, para el jugo de esta planta se
ha reportado un efecto estimulante uterino en ratas in vitro. (Palacios y Barreda, 2000).

El extracto etandlico al 95% de la planta entera seca administrada en el ratén por via
intraperitoneal tiene un efecto toxico general a dosis de 400 mg/ Kg. (Palacios y Barreda, 2000).

El extracto crudo etandlico evaluado en un sistema 7 vitro, mostré actividad antimutagénica,
antigenotoxica y antioxidantes. (Rosales ef al., 2007).

Se ha demostrado un efecto benefico del extracto acuoso de T. spathacea evitando lesiones
hepaticas preneoplasicas inducidas por un tratamiento carcinogénico. (Rosales e7 al., 2007).
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Extractos etandlicos de Robeo spathacea demuestran propiedades antiartriticas y antiinflamatorias
significativas. Ademas de inhibir la artritis inducida por formaldehido (52, 04 y 44, 89 %
respectivamente) en la etapa temprana (Pérez, 1996).

En la evaluaciéon farmacologica de la actividad antiinflamatoria se encontré que el extracto
hidroalcohdlico de maguey morado presenta porcentajes mayores al 70 % de inhibicién en el
modelo de inflamacién inducido por TPA, comparado con la dextametasona (78.92%). (Dfaz,
Gonzalez y Gémez, 2008).

Se sabe que los extractos etandlicos tienen efectos anticonceptivos y recientemente se informé
el uso de un extracto crudo etandlico para el tratamiento de la micosis superficial. El extracto
crudo etandlico de T. spathacea tiene propiedades antioxidantes, antimutagénicas vy
genoprotectivas, de acuerdo a resultados obtenidos en el ensayo de Ames, por método de
radicales libres DPPH de eliminacién y de cultivos de células hepaticas. (Gonzalez ef a/, 2003).

El extracto hidroalcohdlico (80 %) de la hoja (obtenido por percolacion y desgrasado con éter
de petrdleo) por via intraperitoneal (1900 mg/kg) a rata, provoco efecto sedante significativo a
los 30 y 60 minutos. El efecto se evalud a través de la actividad motora por medicién de los
desplazamientos horizontales con un equipo Varimex. (Palacios y Barreda, 2000).

3.6 Metabolitos secundarios

El metabolismo es el 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 (Avalos y Pérez, 2009).

Las plantas, al igual que los animales, los hongos, las algas y las bacterias realizan funciones
fisiolégicas en las que estan implicadas rutas metabolicas, como lo son la respiracion y la sintesis
de proteinas que son esenciales para mantener la vida (Taiz y Zeiger, 20006). Las plantas tienen
la capacidad de llevar otra funcién metabdlica igualmente esencial, la fotosintesis, por la cual se
generan compuestos derivados de una serie de reacciones que sintetizan una compleja gama de
sustancias; 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 (Segler, 2001). Estas sustancias se clasifican en grupos, segin su estructura quimica; a
los productos resultantes de los procesos quimicos que intervienen de forma directa en la
supervivencia, crecimiento y reproduccion 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, presentan propiedades
biolégicas, muchos desempefian funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus diferentes usos y
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros.
(Bruneton, 2008), (Avalos y Pérez, 2009).
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Dentro de los metabolitos secundarios con mayor relevancia por su actividad biologica

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).

Tabla 8. Propiedades biologicas de los metabolitos secundarios.

Metabolitos
secundarios

Alcaloides

Glicosidos
cardiotonicos

Esteroides y
triterpenos
libres

Flavonoides

Caracteristicas

Grupo mas grande en plantas.

Pueden encontrarse en hojas, en flores, en
frutos, en semillas, en corteza y en la raiz; en
estado libre como glicésidos o formando sales

con acidos organicos (Arango, 2008).

Se consideran como: “Compuestos organicos
de origen natural, derivados generalmente de
aminoacidos, de caricter mis o menos basico

(Maldoni, 1991).

Sustancias constituidas de una porcién
esteroide, una porcion glicosidica y un anillo
de y-lactona o, B-insaturada o &-lactona-o,B3-
insaturada (Martinez, 2002. Su distribucién
natural se encuentra principalmente en hojas
de plantas de las familias: Scrofulariaceae,
Apocynaceae, Liliaceae,

Moraceae (Martinez, 2002).

Ranunculaceae vy

Los terpenoides estin formados por la uniéon
de un numero entero de unidades de

isopropeno (Cs). Segin este ndmero se

clasifican en: monoterpenos (Cro),
sesquiterpenos  (Cis),  diterpenos  (Ca),
Triterpenos (Cs0), carotenos (Cso),

politerpenos (Cy). (Bruneton, 2008).

Clase de compuestos polifendlicos de amplia

distribucion en el reino vegetal.

De bajo peso molecular derivados de la unién
de tres anillos (A, B, C)
aromaticos (Escamilla et al., 2009).

dos de ellos

Propiedades biologicas

Grupo de mayor interés en la
farmacognosia.

Propiedades  anestésicas,  analgésicas,
sedantes, antisépticas que ejercen su

actividad sobre el sistema nervioso central
excitandolo o deprimiéndolo (Maldoni,

1991).

Actian sobre el musculo cardfaco y por
tanto se utilizan como  medicamentos
contra la insuficiencia cardiaca, presentan
accién tonica y fortalecedora del corazon,
ademas de su potencial

(Martinez, 2002).

anticancerigeno

Presentan propiedades antiinflamatorias,

antihipertensivas y antioxidantes
(Bruneton, 2008).

Los flavonoides presentan actividades
como: 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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Taninos

Saponinas

Quinonas

Cumarinas

Compuestos quimicos no cristalizables que
forman con el agua soluciones coloidales, de

reaccion acida.

Precipitan las proteinas en soluciéon y se
combinan con ellas haciéndolas resistentes a
las enzimas proteoliticas. Se dividen en:
hidrolizables o no hidrolizables o catéquicos
(Van Ginkel, 2003).

al grupo de glicésidos esteroides con nucleo
espirostano que tienen la propiedad de
hemolizar glébulos rojos y de disolverse en
agua disminuyendo la tensién supetficial, y las
drogas que los contienen suelen ser
estornudatorios e irritantes de la mucosa

(Martinez, 2001).

Se dividen en benzoquinonas, naftoquinonas,

antraquinonas y quinonas isoprenoides.

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, 2008).

Consideradas estructuralmente como

derivados lacténicos del 4cido o-hidroxi-
cindmico, se caracterizan por poseer una
variedad de patrones de oxigenacion sobre el
nicleo de la benzopirona, siendo la
oxigenacion en C-7 la mds comun entre las

cumarinas naturales (Arango, 2010).

28

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

regeneracion de los tejidos.

Ademas
antibacterianas y antiinflamatorias (Avalos
et al., 2009).

presenta

propiedades

Presentan propiedades expectorantes; 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 absorcién de los
principios  activos  incrementando  su
eficacia (Avalos y Pérez, 2009).

Ademis de las propiedades tintoreas de las
naftoquinonas y antroquinonas, se han
descrito importantes actividades biolbgicas
destacando como agentes antiparasitarios,
antibacterianos, antifingicos y

anticancerigenos (Thomson, 1957).

Presentan un amplio rango de actividad
biolégica, como accién anticoagulante y

antibacterial, accién antibiotica,

anticarninogenicidad, actividad astrogénica,

accion fotosensibilizadora de
furanocumatinas y accién insecticida.
(Lacy et al., 2004).
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IV. JUSTIFICACION

El cancer es una de las causas principales de muerte en el mundo. El dltimo Informe Mundial
del Cancer de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) informa que en 2012 se registraron
8,2 millones de nuevos casos. Esta patologia es la segunda causa de muerte en México con mas
de 128, 000 casos al afio y segin estimaciones de la Unién Internacional contra el Cancer (UICC,
2014), cada afio se suman alrededor de 148, 000 nuevos casos, de los cuales el 53.2 % fallecen
por esa patologia. De acuerdo con el reporte denominado "Al dia: las cifras hablan, Dia Mundial
contra el Cancer" realizado por la Direcciéon General de Analisis Legislativo, el 44.3 % de los
nuevos casos que se detectan de cancer en nuestro pafs afectan a la poblacién masculina y 55.7%
a la femenina. Ademas, el 60 % de los casos de cancer en México se detectan en etapas

avanzadas, lo que aumentan las probabilidades de muerte.

Hoy en dia se tiene conocimiento de diversos factores que ocasionan esta enfermedad,
despertando gran interés en el estrés oxidativo, definiéndolo como el continuo desbalance entre
especies reactivas y el sistema 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 un tratamiento para tratar esta enfermedad de manera selectiva.

Las terapias utilizadas en cancer (radioterapia, quimioterapia) presentan efectos colaterales y son

poco especificas al no reconocer de manera selectiva células normales de células cancerigenas,
por tanto el estudio de especies vegetales como principal fuente de sustancias bioactivas y con
capacidad para incidir en el proceso carcinogénico, a través de la modulacion del estrés oxidativo,
permite vislumbrar la posibilidad de utilizar terapias alternativas para este padecimiento. Ante
esta situacion el presente estudio realizado en extractos de hoja de Tradescantia spathacea se enfoca
al efecto antioxidante que pueda ejercer esta especie en dicho proceso.

V. HIPOTESIS

Los extractos acuosos de hoja de Tradescantia spathacea modularan el potencial redox durante el
proceso carcinogénico en el sistema, debido a la presencia de sustancias bioactivas capaces de
estimular la respuesta antioxidante.
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VI. OBJETIVOS

General

Evaluar el potencial antioxidante de Tradesncatia spathacea en ratones hembra, cepa CD-1
inducidos a un proceso carcinogénico con oxido de niquel.

Especificos
6.1 Registrar informacion etnofarmacolégica de T. spathacea.

6.2 Identificar presencia de metabolitos secundarios en extractos acuosos e hidroalcohdlicos
de hojas de Tradescantia spathacea.

6.3 Inducir un proceso carcinogénico a ratones hembra cepa CD-1 con una dosis de 20 mg/kg
de 6xido de niquel.

6.4 Evaluar el efecto de extractos acuosos de Tradescantia spathacea sobre la actividad de la
enzima catalasa en higado y plasma de ratén.

6.5 Conocer la concentracién de nitritos y malonil-dialdehido en higado y plasma de ratén.

VII. METODO

7.1 Localidad de colecta

La colecta del material vegetal se realiz6 el 16 de Agosto de 2014 en el Estado de Veracruz,
comunidad “Limén chiquito”, Cazones de Herrera (20° 40’ 44.4” N, 97° 16’ 43.5” O) a 15
msnm. Se prepararon ejemplares de herbario y la identificacion de la muestra botanica se hizo
con apoyo de taxénomos del Herbario Nacional de México (MEXU).

Figura 11. Tradescantia spathacea en el lugar de colecta
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7.2 Recopilaciéon de informacién etnofarmacolégica

Se disefié un formulario de encuesta etnofarmacolégica (Anexo 1), utilizando la metodologia
TRAMIL de Robineau 1986, que fue aplicada a la muestra poblacional, mediante la cual se
entrevistaron a 34 personas, donde participaron hombres y mujeres adultos, ancianos y algunos
jovenes, con conocimiento de la especie, esto con la finalidad de captar la informacion referente
a usos, nombres comunes, las partes y dosis utilizadas, métodos de preparacion terapéutica y
posibles efectos adversos.

La informacién etnobotanica de 1. spathacea fue utilizada como referencia en el transcurso del
proyecto y de esta forma ayudar a fomentar una mejor utilidad de la especie, ya que es una
comunidad de bajos recursos, donde la poblacién actualmente utiliza plantas medicinales para
atender sus enfermedades.

7.3 Obtencion de extractos

Se elaboraron 4 extractos a partir de hojas de Tradescantia spathacea. De acuerdo a la entrevista
etnobotanica la poblacién de Limén Chiquito, Cazones Veracruz, utiliza 17 g de hojas de
Tradescantia spathacea en 250 ml de agua en forma de té. A partir de esto se prepararon los
extractos acuosos del experimento.

7.3.1 Preparacion del extracto acuoso 1

100 g de hoja fresca previamente macerada en un molino de mano fueron sometidos a un
cocimiento a fuego lento hasta el primer hervor, en un volumen de 1470.7 ml de agua destilada,
la disolucion fue filtrada con una gasay conservada en frasco ambar a 4° C. Posteriormente se
concentro en cristalizadores a temperatura ambiente en una campana de extraccion.

7.3.2 Preparacion del extracto acuoso 2

68 g de hoja fresca previamente macerada en un molino de mano fueron sometidos a un
cocimiento a fuego lento hirviendo por 10 minutos, en un volumen de 1000 ml de agua destilada,
la disolucion fue filtrada con una gasay conservada en frasco ambar a 4° C. Posteriormente se

concentro en cristalizadores a temperatura ambiente en una campana de extraccion.
7.3.3 Preparacion del extracto hidroalcohélico

100 g de hoja fresca previamente macerada en un molino de mano, fueron colocados en 500 ml
de una solucién etanol-agua (70:30) y preservados en frascos ambar durante un mes.
Posteriormente el extracto se filtr6 al vacio (Papel Whatman No.l) y se concentré en
cristalizadores a temperatura ambiente en una campana de extraccion.
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7.4 Identificacion de metabolitos secundarios

Se realizé6 un analisis fitoquimico preliminar con el fin de determinar cualitativamente los
diversas metabolitos secundarios presentes en cada extracto de hojas de Tradescantia spathacea.
Aplicando reacciones de color (Anexo 12.2).

De cada extracto se realizaron pruebas para la identificaciéon cualitativa de:

7.4.1 Alcaloides

La mayoria de los alcaloides, con excepcion de los alcaloides de amonio cuaternario y N 6xidos
de amina, son solubles en solventes organicos poco polares, como cloroformo y mezclas de éste,
pero pueden formar sales solubles en agua en presencia de acidos minerales diluidos, como el
acido clorhidrico al 5% en agua.

Para su identificacion se realizan pruebas de precipitacion en medio acido, utilizando para ello
sales de metales pesados como el ioduro de potasio y mercurio (reactivo de Mayer). (Carvajal ez
al, 2009).

7.4.2 Glicésidos cardiotonicos

Son sustancias constituidas de una porcion esteroide, una porciéon glucosidica y un anillo de
lactona o,B3-insaturada o d-lactona-a,[3- insaturada.

Se pueden reconocer mediante ensayos de coloracioén con el reactivo de Keller-Killiani; para el
nucleo esteroidal se utiliza el reactivo Lieberman-Burchard y para la identificacion de la lactona
se utiliza el reactivo de Baljet. (Carvajal ef a/, 2009).

7.4.3 Esteroides y triterpenos libres

Para su analisis preliminar en plantas la prueba mas cominmente utilizada es la de Lieberman-
Burchard. Se considera resultado positivo si bajo estas condiciones aparecen manchas en
cualquier tonalidad del rojo, azul o verde. (Carvajal ¢t a/, 2009).

7.4.4 Flavonoides

Para su deteccion se emplea principalmente la reacciéon de la cianidina, conocida también como
reaccion de Shinoda, si se observa la aparicion de coloracion rojiza, violeta o naranja, se considera
positivo para compuestos con el nucleo de la y-benzopirona (flavonas, flavonoles, flavanonas,
flavanonoles, isoflavonoides y xantonas). También existe otro tipo de flavonoides denominados
leuco-antocianidinas, las cuales por cambio en el pH se tornan de incoloras a intensamente
coloreadas de rojo (Carvajal ez a/, 2009).
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7.4.5 Taninos

Estos polifenoles tienen la propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas. Por esta razon, la
prueba mas empleada para la deteccién de este grupo de metabolitos secundarios emplea el
reactivo de gelatina-sal, el cual produce un precipitado blanco en presencia de taninos. Estos
precipitados formados como consecuencia de la presencia de taninos deben ser solubles en urea

10 M y producir coloraciones verdes, azules o negras tras la adicion de cloruro férrico en agua.
(Carvajal ez a/, 2009).

7.4.6 Saponinas

Las Saponinas, son glicésidos esteroides con un nucleo espirostano que tienen la propiedad de
hemolizar los glébulos rojos y forman espuma abundante y estable al agitar sus soluciones
acuosas. Debido a sus caracteristicas estructurales, para su identificacion se utiliza el ensayo de
espuma y técnica de hemolisis. Otra prueba para la identificacion de saponinas es el reactivo
Rosenthaler (Carvajal ef a/, 2009).

7.4.7 Naftoquinonas y antraquinonas

Para la deteccion de este tipo de metabolitos secundarios se empled la reaccion de Borntriger-
Kraus. Para ello, al extracto se le adiciona peréxido de hidrégeno y acido sulfurico y se procede
a calentar; bajo estas drasticas condiciones, se hidrolizan los enlaces glicosidicos y se oxidan las
antronas y los antranoles hasta antraquinonas, las cuales son extraidas con tolueno y agitadas en
presencia de una solucion de hidréoxido de sodio al 5% que contiene hidréxido de amonio al 2%.
En caso de presencia de nafto o antraquinonas, al dejar separar las fases la capa alcalina (inferior)
toma una coloraciéon que va del rosado al rojo intenso, dependiendo de la concentracion de estos
compuestos en la muestra. (Carvajal ez a/, 2009).

7.4.8 Cumarinas

TLas Cumarinas, son consideradas estructuralmente como derivados lacténicos del acido o
hidroxi-Z-cinamico. Se caracterizan por poseer una variedad de patrones de oxigenacion sobre
el nucleo de la benzopirona estos compuestos exhiben una fuerte fluorescencia azul o verde al
ser irradiadas con luz UV (254-365) (Carvajal ez a/, 2009).

7.5 Modelo experimental

El modelo experimental es representado por 60 ratones hembra de la cepa CD-1 del bioterio
FES Zaragoza, UNAM, los cuales seran clasificados en 6 grupos experimentales (Tabla 9). Y se
evaluara la actividad bioldgica antioxidante de cada extracto acuoso.
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7.5.1 Induccién de carcinomas por 6xido de niquel

El Oxido de Niquel (IT) es el compuesto con la férmula quimica de NiO. Se clasifica como una
base de 6xido de metal. Es también conocido como oxido de niquel verde y puede causar cancer.
Investigaciones epidemioldgicas y estudios experimentales en animales de laboratorio destinados
a detectar las propiedades cancerigenas de los diferentes compuestos de niquel demostraron que
son potentes cancerigenos.

Se administré una tnica dosis intramuscular de 20 mg/kg de NiO (Método estandarizado por
Ortiz et al., 1994), utilizando como vehiculo aceite de olivo (Sigma, grado RA).

La induccién de catcinoma fue realizada el 03/11/14, manteniendo a los organismos en
condiciones de Bioterio hasta el momento de sacrificio.

Tabla 9. Modelo experimental

Grupo experimental

Grupo 1. Control positivo

Grupo 2. Control negativo NiO (6xido de niquel)

Grupo 3. Vehiculo CisH5402 (aceite de oliva)

Grupo 4. Tratamiento 1 NiO + extracto acuoso T. spathaceal
Grupo 5. Tratamiento 2 NiO + extracto acuoso 7. spathacea 2
Grupo 6. Tratamiento 3 NiO + Té de hoja de T. spathacea

(preparado cada dia de tratamiento).

7.5.2 Tratamiento con extractos acuosos

El tratamiento de cada extracto acuoso se disefié tomando una dosis letal 50 (DL50) de 5 g/kg
(Tabla 10) (Palacios y Barreda, 2000).

Para cada grupo experimental en tratamiento se disefié una dosis (Tabla 10), la cual se suministrd
de forma oral a cada ratén (25 pl por dia), en un periodo de 15 dias, tres meses después de la
induccién de NiO.
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Tabla 10. Dosis de cada extracto de hoja de Tradescantia spathacea.

Grupo experimental Dosis

Grupo 4. Tratamiento 1 13.9 mg de extracto seco en 7.5 mL de agua
Grupo 5. Tratamiento 2 26.4 mg de extracto seco en 7.5 mL de agua
Grupo 6. Tratamiento 3 68 mg de hoja de T. spathacea en 10 mL de agua

7.5.3 Obtencion de plasma y homogenado de higado

Los grupos experimentales fueron sactificados por decapitacién (27/02/15), la sangre obtenida
se colect6 en tubos con EDTA, los cuales fueron centrifugados a 5000 rpm durante 5 min,
preservando las muestras a una temperatura de 4°C hasta el momento de su analisis.

Se extirpo el higado a los organismos sacrificados, cada higado fue sometido a lavado y perfusion
con solucién fisiolégica de NaCl al 0.9%, Posteriormente fue macerado en medio de
homogenizacién (100 ml por cada 20g de higado) y filtrado con embudo y gasa simple en tubos
conicos, para ser centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos, preservando las muestras a una
temperatura de 4°C hasta el momento de su analisis.

Se procedid a una observaciéon macroscopica de todos los 6rganos y cavidades de los organismos
sacrificados. En aquellos que presentaban una metastasis tumoral, se extirpé dicha masa tumoral
y se fij6 utilizando formol al 10%, asi como la Solucién de Bouin (Anexo 3).

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

7.6 Evaluacion de actividad antioxidante

Los niveles de estrés oxidativo de los grupos experimentales se evaluaran en plasma y en
homogenizado de higado, utilizando 3 marcadores de estrés oxidativo:

- Actividad enzimatica de catalasa (método de Chance y Machley).
- Cuantificacién de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (método de TBARS).

- Cuantificacién de 6xido nitrico (método de Griess Saltzman).

Y utilizando como parametro la cuantificacion de proteinas totales (método de Biuret).
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7.6.1 Cuantificacion de proteina total por método de Biuret.

La presencia de proteinas en una mezcla se puede determinar mediante la reacciéon del Biuret. El
reactivo de Biuret contiene sulfato de cobre (CuSOy) en medio alcalino (hidréxido de sodio
(NaOH), tartrato de sodio potasio o hidréxido de potasio (KOH).

La reaccioén se basa en la formacién de un compuesto de color violeta, debido a la formacion de
un complejo de coordinacién entre los iones cobre (Cu®) y los pares de electrones no
compartidos del nitrégeno que forma parte de los enlaces peptidicos presentando un maximo
de absorcion a 540 nm (Gutiérrez y Hernandez, 2011) .

La reaccion debe su nombre al Biuret, una molécula formada a partir de dos de urea (H.N-CO-
NH-CO-NH»), que es la mas sencilla que da positiva esta reacciéon, comun a todos los
compuestos que tengan dos o mas enlaces peptidicos consecutivos en sus moléculas (Gutiérrez
y Hernandez, 2011).

Preparacion del Reactivo de Biuret 1L. Disolver 1.50 g de Sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO4 * 5 H,O) y 6.0 g de Tartrato de sodio-potasio (NaKC,O¢* 4 HO)4 en 500 mL de agua
desionizada. Adicionar 300 mL de Hidréxido de sodio (NaOH) al 10 %, aforar a 11 (Gutiérrez
y Hernandez, 2011).

7.6.2 Cuantificacion de 6xido nitrico por método Griess Saltzman

Para determinar la concentraciéon de nitrito se utiliza la reacciéon de Griess, que detecta
especificamente nitrito y no nitrato, en una gran variedad de liquidos biolégicos y experimentales,

entre los que se encuentra el plasma, suero, orina y medios de cultivo celular.

El reactivo de Griess se prepara mezclando una solucién de N-1-(naftil) etilendiamina
dihidrocloruro (0,1% p/v en 5% de HCI) con una solucién de sulfanilamida (2% p/v en 5%
HCI). Ambas soluciones son estables por varios meses a 4 °C protegidas de la luz; éstas se
mezclan inmediatamente antes de realizar la reaccion colorimétrica (Adarmes e al., 2009).

La reaccién colorimétrica se obtiene agregando al homogenado de higado y al plasma, el reactivo
de Griess y agua destilada, estableciéndose su absorbancia a 540 nm. Se basa en la formacion de
un croméforo por la reaccion de sulfanilamida con nitrito en medio acido, seguido de un
acoplamiento con aminas biciclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro
(Adarmes e# al., 2009).
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7.6.3 Actividad de Catalasa por Método de Chance y Machley

Se basa en el principio de que la catalasa es capaz de reducir H,O, en una molécula de agua y
media molécula de oxigeno.

La actividad catalasa se determina segiin Chance y Machley. Se mide la descomposicion del
peroxido de hidrogeno a 240 nm, 37°C en una solucién tampoén de fosfato de sodio 20 mM, pH
7.0 (Diaz et al., 2010).

7.6.4 Cuantificacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)

Uno de los indices mas frecuentemente utilizados para estimar el dafio oxidativo a lipidos es la
determinaciéon de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), producto final de la
peroxidacion lipidica (Fassiano, Ortiz y Rios, 2012). Este procedimiento mide el
malondialdehido (MDA) formado como producto principal de la degradaciéon de hidroperdxidos
generados por la oxidacién de lipidos. Producto de color rosa que puede ser medido
espectrofotométricamente a 532-535 nm. Como producto final de la peroxidacion lipidica
predomina el malondialdehido, principal sustrato de esta reaccion, el MDA reacciona con el
acido tiobarbutarico (TBA). (Sanchez et al., 2008).

Esta técnica se fundamenta en un procedimiento que comprende una etapa de precipitacion
proteica, durante la cual se incorpora el 4cido tiobarbitarico que produce una reaccién directa
con la fraccién de malondialdehido presente en el suero.

7.7 Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), utilizando el programa
SPSS Statistics, seguido de la prueba post hoc de Tukey, y sélo los valores de P>0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.

VIII. RESULTADOS

8.1 Registro etnofarmacolégico de Tradescantia spathacea.

Se realiz6 un registro etnofarmacolégico que consistié en una entrevista directa a habitantes de
la comunidad “Limén chiquito”. El estudio consté de un total de 34 entrevistas, de las cuales el
76.47% corresponden al sexo femenino y el 23.53% al sexo masculino, se infiere que la
comunidad femenina esta mayormente implicada en el uso de plantas medicinales o bien tienen
mas conocimiento de ellas, por ser damas de hogar y responsables de curar enfermedades de
atencion primaria en su familia. El rango de edad de los entrevistados oscila entre los 24 a 75
afios, agrupados de 20 a 39 afos con 20.59%, de 40 a 59 afios con 41.18% y de 60 a 79 afios con
38.23%.
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El 79.59% de los entrevistados utilizan la planta como antiséptico en la prevencién de
infecciones y el 2.94% para contrarrestar la gripe y bronquitis, mientras que el porcentaje restante
la utiliza en tratamientos de dolor de espalda, infeccion estomacal, inflamacién y acné (Grafical).

Afecciones tratadas con Tradescantia spathacea

2.94% 2:94%

8.82%
2.94%
2.94%
79.59
Antiseptico Dolor de espalda B Infeccién estomacal
B Inflamacion Tratamiento para acne M Gripe y bronquitis

Grafica 1. Porcentaje e incidencia de uso de Tradescantia spathacea.

De acuerdo a las entrevistas, 1a hoja de Tradescantia spathacea es la tnica estructura utilizada, y la
forma de administracién mas empleada es el té, realizando un cocimiento de aproximadamente
17g de hoja en 250 ml de agua, durante un periodo de tiempo desde 3 dias hasta 1 mes. En la

Tabla 11 se describen los resultados reportados en las entrevistas y en la Tabla 12 se muestra el

resumen del registro etnofarmacoldgico.
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Tabla 11. Usos medicinales de T. spathacea reportados en las entrevistas.

Uso medicinal Parte de la planta Forma de Forma de
utilizada preparacion administracion
Antiséptico Hoja Cocimiento Té
Asado Cataplasma
Dolor de espalda Hoja Cocimiento Té
Infeccion estomacal Hoja Cocimiento Té
Antiinflamatorio Hoja Asado Cataplasma
Cocimiento Té
Tratamiento para acné | Hoja Asado Cataplasma
Gripe y bronquitis Hoja Cocimiento Agua de tiempo

Tabla 12. Resumen del uso de T. spathacea segun el registro etnofarmacolégico.

Nombre comun: Barquilla

Rango de edad de la poblacién 24 - 75 afios

Uso medicinal

Forma de preparacion cocimiento, asado y agua de tiempo
Dosis hoja: aprox. 17g/250 ml de agua
Frecuencia de uso 3 dias a 1 mes

En la tabla 13 se representa a 1. spathacea utilizada con otras plantas medicinales para aumentar
o presentar la actividad biologica deseada, tales plantas son: Plantago major, Hamelia patens y
Struthanthus crassipes, en la comunidad conocidas como “Llantén” “Chacloco” y “Secapalo”

respectivamente, informacion que no esta documentada en las citas bibliograficas.
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Tabla 13. Plantas utilizadas con Tradescantia spathacea.

Uso medicinal Estructura utilizada | Planta combinada Forma de
de T. spathacea Preparacion
Dolor de espalda  Hoja Llantén Cocimiento para té
Infeccion Hoja Llantén Cocimiento para té
estomacal
Antiseptico Hoja Chacloco Cocimiento para té
Antiseptico Hoja Secapalo Cocimiento para té

8.2 Rendimiento de extraccion de Tradescantia spathacea.

El rendimiento de extraccién se determiné utilizando la siguiente formula:

0(9)

%R = ——22
o R TMV (g)

* 100

En donde por cada 100 g de material vegetal en las diferentes condiciones de extraccion, R es el
rendimiento, EO es el extracto obtenido y TMV es el total de muestra vegetal. (Tolosa y
Cafiizares, 2002). En la tabla 14 se muestran los resultados de rendimiento de cada extracto de

hoja, presentando un mayor rendimiento de extraccion en el extracto etanol-agua (70:30).

Tabla 14. Rendimiento de extraccion de Tradescantia spathacea.

Solvente de extraccién Duracion del proceso de Extracto Rendimiento
extraccion

Etanol-agua (70:30) | 1 mes Hidroalcoholico 1.66%

Agua Cocimiento por 5 minutos | Acuoso 1 0.42 %

posteriores a la ebullicién

Agua Cocimiento por 10 minutos | Acuoso 2 1.59 %

posteriores a la ebullicion
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8.3 Analisis fitoquimico preliminar de Tradescantia spathacea.

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo primario pero de
limitada distribucién en el reino de las plantas, las sustancias secundarias se producen con
funciones relativas inespecificas, poseen altos rendimientos y tienen multiples funciones en las
plantas. (Shilpa, Varun y Lakshmi, 2010).

En este estudio se realizo la identificacién de metabolitos secundarios en 3 extractos de hojas de
T. spathacea: 2 extractos acuosos y 1 extracto hidroalcohdlico, los cuales fueron analizados
mediante una serie de reacciones especificas para identificar metabolitos secundarios.

En las tablas 15 y 16 se pueden observar los resultados del analisis de los extractos acuosos de
Tradescantia spathacea, se observa que es el extracto acuoso II donde fue detectada una mayor
cantidad de metabolitos secundarios, tales como: alcaloides, flavonoides, taninos, y cumarinas,
mientras que en el extracto acuoso I sélo se detect6 presencia de alcaloides y taninos.

Tabla 15. Anailisis fitoquimico preliminar del extracto acuoso | de hoja de T. spathacea.

Metabolito secundario Ensayo Extracto Acuoso I
Alcaloides Mayer y Dragendorf +++
Glicosicos cardiotdnicos Keller-Killiani -

Lieberman-Burchard

Baljet
Esteroides y  triterpenos  libres 1 jeherman-Burchard -
Flavonoides Shinoda B
Taninos Gelatina sal T
Saponinas Espuma

Rosenthaler
Naftoquinonas 'y antroquinonas  Borntriiger-Kraus
Cumarinas

Fluorescencia

+ Presencia escaza, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No identificado
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Tabla 16. Analisis fitoquimico preliminar del extracto acuoso Il de hoja de T. spathacea.

Metabolito secundario

Ensayo

Extracto Acuoso II

Alcaloides

Glicésicos cardiotonicos

Esteroides vy triterpenos
Flavonoides

Taninos

Saponinas

Naftoquinonas  y

Cumarinas

antroquinonas

Mayer y Dragendorf
Keller-Killiani
Lieberman-Burchard

Lieberman-Burchard

libres  Shinoda

Gelatina sal

Espuma
Rosenthaler
Borntriger-Kraus

Fluotrescencia

Hoja Tradescantia spathacea

+++

+++
+++

++

+ Presencia escaza, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No identificado

En la tabla 17 se pueden observar los resultados del extracto hidroalcohélico de hoja de T.

spathacea, en la cual no se obtiene presencia de metabolitos secundarios.

Tabla 17. Analisis fitoquimico preliminar del extracto hidroalcohédlico de hoja de T. spathacea.

Metabolito secundario

Ensayo

Extracto-hidroalcohdlico

Alcaloides

Glicosicos cardiotonicos

Esteroides y triterpenos libres
Flavonoides
Taninos

Saponinas

Naftoquinonas y antroquinonas
Cumarinas

Mayer, Dragendorf
Keller-Killiani
Lieberman-
Burchard
LiebermanBurchard
Shinoda

Gelatina sal
Espuma
Rosenthaler
Borntriger-Kraus

Fluorescencia

Hoja

42

Alejandlra Paola Pedraza Garcia

——
| —



Actividad Antioxidante de Hoja de Tradescantia spathacea en un Modelo Murino de Cancer

En la figura 12 se observan las reacciones especificas de color que se realizaron en cada metabolito

secundario encontrado.

Figura 12. Pruebas colorimétricas de los extractos de Tradescantia spathacea. Se identifica el color
correspondiente a la presencia de metabolitos secundarios en cada reaccidon. Obteniendo color hasta en

disoluciones de 10 mg/ml.

Se evalué el peso de cada uno de los ratones, observandose que el grupo tratado con 6xido de
niquel mantuvo pesos similares a los del control (Grafico 2).

50
45
40
35
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25
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Grafico 2. Pesos de ratones durante el experimento
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8.4 Efecto de los extractos de hoja de T. spathacea sobre la concentracion de 6xido
nitrico.

Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo en la concentracion de NO; en
plasma del grupo 2 inducido a cancer con 6xido de niquel con respecto al control negativo. Los
grupos 5 y 6 inducidos a cancer y tratados con extractos acuosos de hoja disminuyeron las
concentraciones plasmaticas de NO, respecto al control positivo, también se observa que en el
grupo 4, el extracto acuoso 1 de hoja disminuye respecto al control negativo y al vehiculo
(Grafico. 3).

Grafico 3. Efecto de los extractos acuosos de T. spathacea sobre la concentracion de éxido nitrico
(LM NO' /mg de proteina) en plasma de ratones hembra de la cepa CD-1

Grupo 1: Control negativo; Grupo 2: Control positivo (induccién de cancer con NiO); Grupo 3: Vehiculo (aceite de oliva);
Grupo 4: Experimental (induccién de cancer con NiO + 13.9 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 5: Experimental (induccion
de cancer con NiO + 26.4 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 6: Experimental (induccién de cédncer con NiO + 68 mg/kg de
extracto de hoja); *: p <0.05 vs grupo 1; **: p <0.05 vs grupo 2.
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Por otro lado, en higado se observa 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 hoja de T. spathacea disminuyeron significativamente sus concentraciones
de NO; con respecto al control positivo, el grupo 6 (extracto acuoso 3) es el que presenta
valores mas bajos de concentracion respecto al grupo control positivo (Grafico 4).

Grafico 4. Efecto de los extractos acuosos de T. spathacea sobre la concentracion de éxido nitrico
(LM NO' /mg de proteina) en higado de ratones hembra de la cepa CD-1

Grupo 1: Control negativo; Grupo 2: Control positivo (induccién de cancer con NiO); Grupo 3: Vehiculo (aceite de oliva);
Grupo 4: Experimental (induccién de cancer con NiO + 13.9 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 5: Experimental (induccion
de cancer con NiO + 26.4 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 6: Experimental (induccién de céncer con NiO + 68 mg/kg de
extracto de hoja); *: p <0.05 vs grupo 1; **: p <0.05 vs grupo 2.
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8.5 Efecto de los extractos de hoja de T. spathacea sobre la concentracion de catalasa.

Los extractos acuosos de hoja de T. spathacea muestran diferencia significativa de la actividad
plasmatica de catalasa con respecto al control inducido a cancer con 6xido de niquel (Grafico 5).

Grafico 5. Efecto de los extractos acuosos de hoja de T. spathacea sobre la actividad de la catalasa
en plasma de ratones hembra de la cepa CD-1.

Grupo 1: Control negativo; Grupo 2: Control positivo (induccién de cancer con NiO); Grupo 3: Vehiculo (aceite de oliva);
Grupo 4: Experimental (induccién de cancer con NiO + 13.9 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 5: Experimental (induccion
de cancer con NiO + 26.4 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 6: Experimental (induccién de céncer con NiO + 68 mg/kg de
extracto de hoja); * p <0.05 vs grupo 1; **p < 0.05 vs grupo 2.
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En higado el extracto acuoso I no mostré disminucion significativa de la actividad de la enzima
catalasa con respecto al control inducido a cancer con 6xido de niquel.

El grupo 5 y 6 representa diferencia significativa respecto al control positivo, pero obteniendo
similitud al grupo 1 (Grafico 0).

Grafico 6. Efecto de los extractos acuosos de hoja de T. spathacea sobre la actividad de la catalasa

en higado de ratones hembra de la cepa CD-1.

Grupo 1: Control negativo; Grupo 2: Control positivo (induccién de cancer con NiO); Grupo 3: Vehiculo (aceite de oliva);
Grupo 4: Experimental (induccién de cancer con NiO + 13.9 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 5: Experimental (induccion
de cancer con NiO + 26.4 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 6: Experimental (induccidn de cédncer con NiO + 68 mg/kg de
extracto de hoja); * p <0.05 vs grupo 1; **p < 0.05 vs grupo 2.
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8.6 Efecto de los extractos de hoja de T. spathacea sobre la concentracion de MDA.

Respecto a la concentraciéon de MDA los tres grupos con extracto de hoja de T. spathacea
redujeron la concentraciéon de MDA (Grafico 7).

Grafico 7. Efecto de los extractos acuosos de hoja de T. spathacea sobre la concentracién de MDA

en higado de ratones hembra de la cepa CD-1.

Grupo 1: Control negativo; Grupo 2: Control positivo (induccién de cancer con NiO); Grupo 3: Vehiculo (aceite de oliva);
Grupo 4: Experimental (induccién de cancer con NiO + 13.9 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 5: Experimental (induccion
de cancer con NiO + 26.4 mg/kg de extracto de hoja); Grupo 6: Experimental (induccidn de cédncer con NiO + 68 mg/kg de
extracto de hoja); * p <0.05 vs grupo 1; **p < 0.05 vs grupo 2.
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IX. ANALISIS DE RESULTADOS

9.1 Registro etnofarmacolégico de Tradescantia spathacea.

Actualmente en la comunidad Limén Chiquito, Veracruz, la poblacion hace uso de plantas
medicinales para atenderse, segun el rango de edad de los entrevistados en este registro, la
poblacion adulta es la de mayor conocimiento medicinal, cabe mencionar que estos
conocimientos son trasmitidos de generacién en generacion, sin embargo la poblacion joven
tiende a no recurrir al uso de estas plantas por falta de conocimiento de sus propiedades.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 80% de la poblacién mundial recurre a la
medicina tradicional para atender necesidades de atencién primaria de salud, lo que ha
incrementado el interés cientifico y la comprobacién de las propiedades medicinales atribuidas
a dichas plantas (Cruz y Castillo, 2008; Wong, Thornber y Baker, 2001). Por otra parte,
observamos en la comunidad de estudio que el poblado no posee fuentes de trabajo que permitan
tener ingresos para adquirir medicamentos y atender enfermedades, por ello siguen recurriendo
a plantas con actividad medicinal como primera opcion de atencién, ya que, los problemas de
salud que afectan a la poblacién son enfermedades de atencion primaria.

Existen diversos estudios etnobotanicos y farmacoélogicos de Tradescantia spathacea enfocados en
sus propiedades contra diabetes, cefalea, gonorrea y gangrena, utilizada también para acelerar la
cicatrizaciéon y contrarrestar tos y bronquitis, mientras que otros estudios han comprobado
actividad antitumoral, antigenotdxica, antimutagénica, antioxidante y antimicrobiana. (Palacios y
Barreda, 2000; Joash ez a/, 2014; Diaz, et al., 2008; Quoc ef al., 2015; Pérez, 1996; Smith, 2004,
Rosales ez al., 2007; Santiago, 1990).

El uso de T. spathacea como antiinflamatorio, reportado en las entrevistas de la comunidad, esta
registrado por Diaz ez al (2008), donde utilizan un extracto hidroalcohodlico (60:40) via
maceracién y secado a temperatura ambiente, el cual tiene un efecto antiinflamatorio en un

modelo murino.
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9.2 Analisis fitoquimico preliminar de Tradescantia spathacea.

De acuerdo a los estudios quimicos citados de Tradescantia spathacea no hay registro de alcaloides,
sin embargo, este metabolito secundario fue encontrado en los dos extractos acuosos. Los
alcaloides, son extremadamente dificiles de definir porque no representan un grupo homogéneo
de compuestos, sea desde el punto de vista quimico, bioquimico, ecolégico o fisiolégico, en lo
unico en que coinciden es que son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno basico,
muchos de ellos son insolubles o poco solubles en agua, y reaccionan con los acidos para formar
sales. En la detecciéon de alcaloides, la formacion del precipitado aumenté con respecto a las
concentraciones experimentales (2 mg/mlL, 4mg/ml, 6mg/mlL, 8 mg, mL, 10 mg/mL).

A los alcaloides se les atribuyen actividades citotoxicas, ademas de ser potentes agentes
anticancerigenos, antineoplasicos y estimulantes del sistema nervioso central, razén por la cual
son utilizados en el tratamiento contra el cancer. (Kutchan, 1995; Ghosh, 2000). Este grupo de
metabolitos es el de mayor importancia para la industria farmacéutica debido a las propiedades
que presentan, por lo tanto, la presencia de alcaloides en Tradescantia spathacea infiere que este
metabolito contribuye a la actividad antiinflamatoria y antiséptica reportada en las entrevistas,
asi como en el efecto antioxidante.

El segundo grupo que presenta mayor abundancia en los extractos de hoja de T. spathacea son
los taninos, segun Palacios y Barreda (2000) describen registro de taninos en un analisis
fitoquimico de Rhoeo spathacea. Por otra parte, puesto que los extractos acuosos de hojas de T.
Spathacea ocasionaron precipitacion del reactivo gelatina - sal, puede concluirse que en este 6rgano
se concentran los taninos producidos por la planta, y dado que el precipitado obtenido produce
coloracion verde tras la adicién de cloruro férrico, se infiere que estos taninos son del tipo

catéquico o condensados (Carvajal ez a/, 2009).

La alta cantidad producida de precipitado en la identificaciéon de taninos nos indica una alta
concentracion de éstos compuestos en las hojas. Los taninos condensados han sido tema de
multiples revisiones cientificas, destacando su propiedad antioxidante 7 vitro € in vivo, ademas de
que se ha reportado que poseen beneficios a la salud por su actividad antibacterial,
anticancerigena, inhibidora de la peroxidacion lipidica (Vazquez ez a/, 2012). Una vez mencionado
lo anterior, se infiere que la actividad antibacterial que presentan las hojas de Tradescantia spathacea
proviene de los taninos, asi como gran cantidad de propiedades que la revisién etnobotanica ha
descrito a la especie.

Vazquez et al, (2012) menciona que la naturaleza quimica de los taninos condensados ha
permitido un mayor monitoreo de su presencia en alimentos, puesto que para su determinacion
todos pueden ser degradados a antocianidinas (flavonoides) de facil identificaciéon por HPLC, lo
que nos lleva a mencionar que diversos estudios quimicos de T. spathacea han demostrado que
uno de los principales metabolitos biosintetizados por esta especie, son los flavonoides, y que la
planta contiene antocianinas de tipo rhoenina, las antocianinas son un grupo de pigmentos de
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color rojo, hidrosolubles, que pertenecen al grupo de los flavonoides y su estructura basica es un
nucleo de flavon, quimicamente estin constituidas por una molécula de antocianidina, se
observo en el extracto 2 coloraciones rojas intensas en la identificacién de flavonoides, dao que
sugiere la presencia de rhoenina (Tabla 16).

El interés en los pigmentos antocianicos se ha intensificado debido a sus propiedades
farmacolégicas y terapéuticas que incluyen efectos anticancerigenos, antitumorales,
antiinflamatorios y antidiabéticos. Estudios han demostrado que son efectivas en atrapar
especies reactivas del oxigeno, ademas de inhibir la oxidacién de lipoproteinas y la agregacion de
plaquetas (Aguilera ez al., 2011; Castro ez al., 2013),

Otro grupo de metabolitos secundarios, reportado y encontrado para esta especie son las
cumarinas y entre las actividades biolégicas encontradas para las cumarinas podemos mencionar
las  propiedades  anticoagulantes,  estrogénicas,  antiproliferativas,  diferenciantes,
fotosensibilizantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, vasodilatadoras, sedativas, analgésicas y
antipiréticas (Barata, 2007).

Los estudios fitoquimicos realizados en plantas medicinales, preferentemente en aquellas que
son utilizadas como antiinflamatorias y anticancerigenas nos lleva a comprobar que estas especies
contienen compuestos flavonicos y/o cumarinicos (Hirano, Gotoh y Oka, 1994), ya que la actividad
biolégica de las cumarinas como anticarcinogénico se debe a la posicion del grupo carbonilo y
conjugacion con el doble enlace en el anillo lacténico, desarrollando asi un dipolo que ayuda a
la orientacién y acoplamiento de la molécula en un ambiente biol6gico apropiado (Dominguez,
2002).

Finalmente el extracto acuoso 2, tiene una mayor presencia de metabolitos secundarios con
respecto al extracto acuoso 1, hecho que se explica por el tiempo de cocimiento del material
vegetal. A diferencia del extracto 1, el extracto acuoso 2 es sometido a 10 minutos mas de calor,
lo que genera que un mayor numero de metabolitos secundarios sean extraidos de las hojas de
T. spathacea.

En el extracto hidroalcohdlico no se observa presencia de metabolitos, posiblemente se requiera
tiempos de extracciéon mas largos y con mayor cantidad de material vegetal; segun Yilmaz y
Toledo (2006) mencionan que estos extractos tienen gran eficacia, puesto que estas disoluciones
son mas eficientes que el agua para la extraccién de compuestos fendlicos, y a pesar de que en
esta investigaciéon la mayor parte de metabolitos secundarios obtenidos se agrupan en
compuestos fenodlicos, se ha obteniendo mejor resultado de una extraccioén acuosa, posiblemente
debido al calentamiento de material vegetal.
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9.3 Efecto de los extractos acuosos de 7. spathacea sobre la concentracion de o6xido

nitrico

El 6xido nitrico NO' es una molécula que quimicamente pertenece a la familia de los 6xidos de
nitrégeno, siendo el compuesto mas conocido de esta serie el 6xido nitroso (N2O). Otro gas
familiar es el dioxido de nitrégeno (NOy), el cual se produce de la reaccién de NO con O..
2NO + O; —» 2NO;,

Independientemente de su reacciéon con Oz, el NO puede reaccionar bajo condiciones que le
permitan ganar o perder un electrén para formar el anién nitroxilo (NO') y el ion nitrosonio
(NO"), respectivamente.

El principal producto de la autooxidaciéon del NO en disolucion acuosa es el nitrito (NOz). En
sistemas biolégicos, el tipo y la velocidad del metabolismo del NO depende esencialmente de la
concentraciéon de otros biorreactantes. La difusién es un proceso esencial para entender la
habilidad del NO para actuar como modulador local y es el determinante mas importante de su
vida media biolégica. Por ejemplo, el nitrito (NO5) como biorreactante con masa molecular de
46¢g tiene una concentracion en plasma de aproximadamente 0.1 a 0.5pmol/L y una vida media
en sangre de 110 segundos (Tenorio, ¢ al., 2008).

La concentraciéon de nitritos obtenidos en plasma en los grupos sometidos a tratamiento con
extracto de T. spathacea muestran diferencia significativa respecto al control positivo, pese que
los organismos también fueron tratados con 6xido de niquel (Grafico 3), segin Hong e al,
(2013) la exposicion al NiO esta relacionada a un proceso de carcinogénesis.

La concentraciéon de NO; en el control positivo de 0.7 uM disminuyé en los grupos 4, 5y 0,
que oscilan entre 0.17 a 0.3umol/L. La presencia de flavonoides puede contribuir a dicha
disminucién, ya que, estos compuestos tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de
patologias, incluyendo el cancer, al interactuar de manera directa con las especies reactivas
produciendo complejos estables o de menor actividad (Martinez, 2007) y asi disminuyen el dafio

oxidativo en el sistema.

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 implicacién en procesos de apoptosis, esto dependiendo del microentorno
en el que es generado (Hortelano et al., 1997). Los extractos acuosos de T. spathacea mostraron
disminucién significativa en la concentraciéon de nitritos en higado (Grafico 4). Siendo
particularmente el extracto 3 el de mayor efecto. Segun Tuncyurek e a/, 2006 el NO en bajas
concentraciones es necesario y suficiente para proporcionar efectos antiinflamatorios, mientras
que a concentraciones altas conduce a dafilo mitocondrial y al DNA, asi como promover la
generacion de radicales peroxinitritos.
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Por lo tanto, las concentraciones de nitritos obtenidas en plasma e higado de los grupos
experimentales, indican que la hoja de T. spathacea presenta un efecto regulador contra la
generacion de RNS y confirma su uso para el tratamiento de enfermedades que conlleven

procesos inflamatorios, entre ellos el cancer.

9.4 Efecto de los extractos acuosos de 7. spathacea en la actividad de la catalasa

La catalasa como uno de los principales sistemas de defensa antioxidante, transforma el HxO:
en HO'Y O,, esta via es de gran importancia para la viabilidad de la célula, pues la formacion
del H>O, tiene lugar durante procesos fisiolégicos como por ejemplo la respiracion celular y si
no se retiran oxidantes como el H>O; pueden dar lugar a través de la reacciéon de Fenton, a los

altamente reactivos radicales hidroxilo.

En el tejido hepatico, la principal defensa contra los radicales libres es llevada a cabo por un
sistema enzimatico constituido fundamentalmente por tres enzimas: la familia SOD, la catalasa
y la familia glutatién peroxidasa.

Segun Santofimia (2014) el destino de la célula dependera de la habilidad de los antioxidantes
para inducir un entorno antioxidante, ya que la disponibilidad de defensas antioxidantes es
esencial para la supervivencia celular, jugando un papel destacado en el estado de

oxidoreduccioén.

La diferencia significativa que presentan los grupos en tratamiento, pese a haber sido tratados
con NiO, se debe a la actividad de metabolitos secundarios como los alcaloides, siendo el grupo
mas abundante, encontrado en tres extractos de 1. spathacea y representantes de una gran
actividad antineoplasica (Kutchan, 1995), asi se pueden relacionar con un efecto regulador de la
concentracion de catalasa y NOg en los grupos inducidos a estrés oxidativo por NiO. También se
encuentra la participacién de los flavonoides, en diversos estudios se ha confirmado su capacidad
antioxidante y secuestradora de radicales libres (Dias y cols., 2005; Moreira y cols., 2004), ademas
de mostrar la capacidad de inhibir eventos carcinogénicos (Hoensch y Kirch, 2005).

Por otra parte mencionaremos a los taninos, que al ser compuestos polifenélicos, han estado
sujetos a multiples revisiones cientificas, destacando sus propiedades antioxidantes, como
mencionamos anteriormente los taninos encontrados en este estudio son de tipo condensado;
reconocidos por cierta actividad anticancerigena y antioxidante en modelos experimentales 7
vitro e in vivo, como el pentagonil glucosa (PGG), el cual ha sido probado para cancer de prostata
y pulmoén, en ambos padecimientos inhibe factores de crecimiento tumoral y vascular, ademas
no solo impide el crecimiento de tumores, sino también disminuye su tamafio, impidiendo
procesos de angiogénesis (crecimiento vascular muy comun en metastasis (Zhang ez al., 2009), y
aunque desconocemos los taninos especificos relacionados a T. spathacea, se puede comprobar la
participacion de estos compuestos en la disminucion del efecto oxidante en los grupos expuestos
a NiO, tanto en la actividad de la catalasa, como en la concentracién de NOy.
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Finalmente diversos estudios se han enfocado en cumarinas aisladas de varias especies, donde
se ha demostrado actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer (Barata, 2007) y aunque
este estudio se enfoca en una identificacién de metabolitos secundarios, no se puede eludir la

participacion de cumarinas en las bajas concentraciones de los parametros de estrés oxidativo.
9.5 Efecto de los extractos acuosos de T. spathacea en la concentracion de MDA.

La accion de las ERO sobre los lipidos implica la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados,
provocando su peroxidacion, esta reaccion conduce a la formacién de malondialdehido (MDA)
y los compuestos de dieno conjugado, que son citotoéxicos y mutagénicos (Santofimia, 2014).
Dado lo anterior se evaluo la concentracion de MDA como una medida indirecta de
lipoperoxidacion.

Se sabe que los radicales libres que mas afectan a los lipidos son el radical hidroperodxilo y el
oxigeno singulete (Santofimia, 2014), sin embargo las antocianinas reportadas en 1. spathacea son
efectivas en atrapar especies reactivas del oxigeno, ademas de inhibir la oxidacién de
lipoproteinas y la agregacion de plaquetas (Aguilera ef al., 2011), dando como resultado una regulacion

en la concentracion de MDA.
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X. CONCLUSIONES

Los habitantes de la comunidad Limén Chiquito utilizan el té de hoja de Tradescantia
Spathacea principalmente como antiséptico y antiiflamatorio.

Los extractos de hoja de T. spathacea son fuente de alcaloides, taninos, flavonoides y
cumarinas; moléculas que son obtenidas por cocimiento a fuego lento por 10 min.

Los tratamientos NiO +13.9 mg/kg, NiO + 26.4 mg/kg y NiO + 68 mg/kg de T.
spathacea presentaron actividad antioxidante por medio de la evaluaciéon de la
concentracion de nitritos y catalasa en plasma, asi como en la concentracion de MDA en
higado.

Los tratamientos NiO + 26.4 mg/kg, y NiO + 68 mg/kg de T. spathacea presentaron
actividad antioxidante por medio de la evaluacién de la concentracién de nitritos y
catalasa en higado.

El tratamiento NiO + 26.4 mg/Kg de T. spathacea presento mayor actividad en la
concentracion de catalasa en plasma y MDA en higado.

El método tradicional de coccidén demuestra la eficacia de los extractos acuosos de T.
spathacea ante fenémenos de dafio oxidativo.

La presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, taninos y
cumarinas, podrian ser las responsables de la actividad antioxidante que presenta la hoja
de Tradescantia spathacea.
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XII. ANEXOS

12.1 Formulario de encuesta etnofarmacolégica

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Unidad Multidisciplinaria de Investigacién L. 7. P. A. Terapia Molecular
ENTREVISTA ETNOBOTANICA Tradescantia spathacea
Fecha:

Nombre del entrevistado: Edad:

1. ¢Con que nombre (s) conoce a la planta?

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

3. ¢Como supo del uso de la planta?

4. ¢Qué parte de la planta utiliza? ¢Se usa sola o combinada? ¢ Con qué planta se combina?

5. ¢Qué forma de preparacion le da a la planta?

6. ¢Como fue la aplicacion? (té, cataplasma, agua de tiempo, etc.)

7. (Tiene algun efecto adverso el uso de la planta?

8. ¢Como inicio y progreso su padecimiento?

9. ¢Cuanto duro el tratamiento con la planta y con qué frecuencia?

10. ¢(Cudles fueron sus observaciones mas importantes durante el tratamiento?

11. ¢Presentd molestias durante el uso?

12. ¢éObservo nuevas lesiones al término del tratamiento?

13. ¢{Ademas de utilizar la planta, tenia otro tratamiento? ¢ Cudl era?

Nota:
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12.2 Reacciones quimicas para 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 ecn C2H402 y CzH()O.

Reactivo de Dragendorf:

Se prepara mezclando 2g de (BilNOs3)3-5H,O (J.T. Baker, grado RA) en 5 ml de HNOj3 al 30% con una
solucién de 6.8 % KI (Meyer, grado RA) en 12.5 ml de H2O. Se deja en reposo por 24 hr , se decanta y
se afora a 25 ml. La presencia de alcaloides se detecta por la formacién de un precipitado naranja-rojizo

cuando se le adiciona el reactivo a una solucién acida de alcaloides.
Glicosidos cardiotonicos
Reactivo de Baljet:

Se prepara disolviendo 0.25g de CsHsN307 (Meyer, grado RA) en 25 ml de C:HeO y 2.5¢ de NaOH (J.T.
Baker, grado RA) en 25 ml de H>O. La prueba es positiva cuando aparece una coloracién o precipitado

de color rojo.

Reactivo de Keller- Killiani:

Se prepara disolviendo 1 g de FeCl;-6H>O (Mallinckrod, G.A), 2% en C:H4O,, se aplica 1 ml a los
extractos e inmediatamente se agrega gota a gota HoSOy, la formacién de una coloracién verde o parda,

da positiva la prueba.

Esteroides y triterpenos libres
Reactivo de Lieberman-Burchard:

Se prepara mezclando 1 ml de CHCLs; y 1 ml de C4HeOs5 (Sigma, grado RA). La formacién de una
coloracién azul — verde indica la presencia de un nicleo esteroide. Sila coloracién es roja- naranja indica

presencia de nucleo triterpenico.
Flavonoides
Reaccion de Shinoda:

Los extractos acuosos e hidroalcoholicos se disolvieron en C2HgO vy 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.
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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.
Reaccién 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.
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 Rosenthalet:

Diluir 1 g de vainillina en 100 mL de etanol y la prueba es positiva si se obtiene coloracién
violeta.

Naftoquinonas y antraquinonas
Reaccion Borntrager-Kraus:

Los extractos acuosos e hidroalcoholicos se trataron con una solucién de KOH (J.T. Baker, grado RA)
al 5%, se filtr6 y acidulo con 3 gotas de HCL, se sacudié con C¢Hs y se dej6 en reposo durante 3 h.
Posteriormente se observa la separacion de a fase bencénica, a la cual se afiade una solucién de NH,OH

(J. T. Baker, grado RA) 2%. La formacién de una coloracién rosa al rojo intenso dara la prueba positiva.
Cumarinas:
Fluorescencia:

Se agrega al extracto 0.5 ml de etanol y 2 gotas de hidréxido de amonio y la prueba es positiva si
se observa fluorescencia azul violeta.
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12.3 Fotografias de formacién de tumores

Figura 13. Acumulacion de NiO Figura 14. Formacion de tumor en higado
Ay B acumulacion de NiO en tejido hepatico y
C acumulacién de NiO en tejido intestinal

Figura 15. Identificacion de tumor en higado
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Figura 16. Formaciéon de tumor en higado.
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