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1. Abreviaturas

pg: microgramos

pL: microlitros

*OH: Radical hidroxilo

ANOVA: Analysis Of Variance

BRCA1 y 2: Gen situado en el cromosoma 17.
CAT: Catalasa

Da: Dalton

DMBA: 7,12-dimetilbenzo[a]antraceno
EDTA: Acido etilendiaminotetraaceético
ERN: Especies reactivas de nitrégeno
ERO: Especies reactivas de oxigeno
F.A: Flor acuoso

F2-IsoP: F2-isoprostanos

GPXs: Glutation peroxidasa

Gr: Glutatién reductasa

H.A: Hoja acuoso

H.H: Hoja hidroalcohdlico

H202: Perdxido de hidrogeno

HNE: 4-Hydroxy-2-nonenal

HO2: Radical perhidroxilo

IBM® SPSS® Statistics: Statistical Package for the Social Sciences
kWh: kilovoltio-hora

m.s.n.m: metros sobre el nivel del mar

MDA: Malondialdehido
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MEXU: Herbario Nacional de México
mM: milimolar

N: Nitrogeno

N20s: Trioxido de dinitrégeno
NADPH: Nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato
NO*: Oxido de nitrégeno

NO:2: Di6xido de nitrégeno

NOs: Nitrato

NOS: Oxido nitrico sintasa

NOSmt: Sintetasa Oxido Nitrico mitocondrial
02: Oxigeno molecular

O2¢: Ani6én superoxido

03: Ozono

OH-: Ion hidroxilo

ONOO-: Anién peroxinitrito

PVPP: Polivinilpolipirrolidona

R.A: Raiz acuoso

R.H: Raiz hidroalcohoélico

RL: Radicales libres

RN: Nitrato reductasa

ROOe: Radical peroxilo

SOD: Superoxido dismutasa

TRIS: tris(hidroximetil)Jaminometano
UCAT: Unidades de catalasa

UV: Radicacioén ultravioleta
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2. Resumen

En este estudio se evaluaron efectos de Plantago major L. en un proceso de
cancer de mama inducido en roedores.

En México, una de las principales causas de muerte entre la poblacion
femenina es el cancer de mama. A pesar de los diversos tratamientos que hay
para el cancer, estos tienen efectos secundarios al no ser especificos. Debido al
impacto negativo de los tratamientos, se ha recurrido al uso de plantas
medicinales como medicina alternativa. Debido a esto, se ha incrementado el
interés en la investigacion de los principios activos y sus efectos en diversas
patologias particularmente en cancer.

Plantago major L. es una planta herbacea, distribuida desde Canada hasta
Brasil, en México es comunmente conocida como Llanté y se utiliza para tratar
diversas enfermedades como oculares, respiratorias, hematologicas y cancer de
mama. Estudios reportan que Plantago major tiene diferentes actividades como
antiinflamatoria, antihelmintica, bacteriana y antioxidante que se atribuyen a
la presencia de metabolitos secundarios.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo del presente estudio consistié en
determinar el efecto de los extractos acuosos e hidroalcohélicos de Plantago
major en un proceso de cancer de mama en murinos CD: inducido con el
carcinogeno DMBA (7,12-dimetilbenzo (a) antraceno), mediante la evaluacion
de marcadores de estrés oxidante como oOxido nitrico, catalasa y
lipoperoxidacion lipidica en plasma y homogenado de higado.

Encontrando que los extractos de Plantago major ejercen efecto antioxidante
gracias a las moléculas presentes como polifenoles, cumarinas, saponinas y
saponinas esteroidales, el extracto acuoso de hoja aumento la actividad
enzimatica de catalasa en sangre e higado, el extracto acuoso de hoja disminuyo6
la concentracion de 6xido nitrico en plasma, y el extracto acuoso de raiz inhibié
el dafio a membrana celular en higado en roedores CD1.
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3. Marco teoérico

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por un
crecimiento tisular de células anormales producto de una proliferacion
continua, las cuales tienen la capacidad de invadir y destruir tejidos adyacentes
(Gandur, 2009). En el 2016 el INEGI reporto mas de 100 tipos diferentes de
cancer (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2016).

Las células cancerigenas adquirieren propiedades distintivas como potencial
replicativo ilimitado, auto-suficiencia en senales de crecimiento, inhibidores de
supresores de crecimiento, evasion de apoptosis, potencial inflamatorio,
inestabilidad y mutacion genomica, desregulacion celular energética, y son
capaces de evadir el sistema inmunitario e influir en las células normales para
crear microambientes (angiogénesis) y lograr invadir otros tejidos, lo que se
conoce como metastasis (Figura 1) (Medina, 2011).

Figura 1. Caracteristicas del cancer. Tomado de Sanchez, 2013.

A nivel mundial las enfermedades cardiovasculares, respiratorias, diabetes y
cancer presentan una incidencia del 70% de las muertes anuales. Estas
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enfermedades suelen ser cronicas, no transmisibles, de larga duracion y
progresion lenta

En el 2015 se atribuyeron 8.8 millones de muertes causadas por cancer, una
de cada 6 defunciones en el mundo, los mas comunes son el de pulmon, higado,
estomago, colon y mama. (Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

En América Latina, el cancer de mama es el cancer mas frecuente con 152,059
casos diagnosticados anualmente, una cuarta parte (24.9%) de los casos son
asignados para cancer en mujeres. En México a partir del ano 2006, se ubica
el cancer de mama como la primera causa de muerte en la mujer. Actualmente
se estima una ocurrencia de 20,444 casos en mujeres al afno, con una
incidencia de 35.4 casos por 100,000 mujeres (Secretaria de Salud, 2015).

3.1 Cancer de mama

El cancer de mama se define como un crecimiento anormal y desordenado de
las células de la glandula mamaria, el cual tiene la capacidad de diseminarse
(Secretaria de Salud, 2009). Morfofisiologicamente la glandula mamaria es una
glandula sudoripara modificada, compuesta en un 80 al 85% de tejido adiposo.
Se ubica sobre la fascia superficial anterior a la musculatura pectoral y a la
pared toracica anterior. Los tejidos mamarios estan unidos a la piel que los
recubre y al tejido subcutaneo mediante bandas fibrosas o aponeurdticas
llamadas ligamentos de Cooper, estos ligamentos son los encargados de
sostener la mama en posicion erecta sobre la pared toracica. Las glandulas
dentro de las mamas son tubuloalveolares compuestas, contienen de 15 a 20
lébulos que se irradian desde el pezon, separados entre si, por tejido adiposo y
conectivo colagenoso. Cada l6bulo es drenado por su propio conducto lactifero
que lleva directamente al pezon, antes de llegar al pezéon cada uno se dilata
para formar un seno lactifero los cuales se estrechan para desembocar en el
pezon. Los conductos y los lobulillos estan tapizados por dos tipos de células;
las mioepiteliales contractiles con miofilamentos que se disponen como una
malla sobre la membrana basal y las células epiteliales luminales que se
superponen a las células mioepiteliales (Gonzalez y Ugalde, 2012). El pezon,
esta rodeado por un disco de piel altamente pigmentada conocido como areola
(Figura 2) (Vinagre, 2015).
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Figura 2. Estructuras de la glandula mamaria. Tomado de pag. web: Torres, 2018.

Existen dos tipos (modelos) de cancer de mama; in situ e invasivo. El
carcinoma in situ: no ha atravesado las uniones entre los tejidos (Guzman et
al., 2012). El carcinoma invasor es aquel que invade mas alla de la membrana
basal y se introduce en el estroma mamario, el cual puede llegar a invadir los
vasos sanguineos y/o ganglios linfaticos regionales a distancia.

Las frecuencias de los tipos histologicos de carcinoma de mama el ductal
con el 79%, el lobulillar con un 10%, tubular con el 6%, el mucinoso con 2%,
el medular con 2%, el papilar con el 1% y el metaplasico con el 1% (Quirés et
al., 2010). El carcinoma ductal in situ no es invasivo, y se localiza en los
conductos. El ductal invasivo (infiltrante) tiene comienzo en un canal o
conducto lacteo, este penetra la pared del conducto invadiendo de esta manera
el tejido del seno, realizando metastasis (Figura 3). El carcinoma lobulillar in
situ con hiperplasia atipica se origina en los lobulillos de la mama. El lobulillar
invasivo (infiltrante) se origina en los lobulillos de la glandula mamaria,
propagandose a través de la pared de los lobulillos, el cual puede
desencadenarse a metastasis (Figura 4) (Guzman et al., 2012).
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Figura 3. Estructura de la glandula mamaria donde se origina el cancer ductal.
Tomado de pag. web: Golgeon group Inc., 2017.

Figura 4. Estructura de la glandula mamaria donde se origina el cancer lobulillar.
Tomado de pag. web: Instituto Nacional del Cancer, 2017.
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3.1.2 Factores de riesgo
La causa del cancer es multifactorial, debido a que son varios los factores de

riesgo

que estan relacionados en la aparicion del cancer de mama, algunos son

considerados mas importantes que otros.

Biologicos

>

>

Ambie

>
>

Estilo
>

>

>

Edad. El riesgo de padecerlo es mayor entre los 50 y 60 anos, y en una
menopausia tardia, o sea después de los 50 anos.

Factores hormonales. Menstruacion a edad muy temprana. Tratamientos
hormonales (estrogenos y/o progestinas) con fines anticonceptivos o de
remplazo hormonal.

Reproductiva. Tener el primer embarazo a edad avanzada (después de los
30 anos) o ausencia de embarazo.

Herencia. Mujeres con antecedentes familiares directos (madre, hermana
e hija). Presencia de mutacion de genes BRCA1 Y BRCA2, cerca de un 50-
60 % de las mujeres con mutaciones en estos genes desarrollaran cancer
de mama.

Antecedentes personales. Cuando una mujer ha tenido una patologia
mamaria benigna tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad que
aquellas mujeres que no han tenido algin cambio en la mama.

ntales

Exposicion a radiaciones ionizantes, durante el desarrollo o crecimiento.
Tratamiento con radioterapia en torax (infancia o adolescencia).

de vida

Alimentacion rica en grasas. Se ha observado que existe mayor riesgo en
aquellas mujeres que tienen un consumo bajo de frutas y vegetales, y un
consumo elevado de carnes rojas y de grasas saturadas.

Obesidad (posmenopausia). Se estima que el 25 % de los casos son
causados por sobre peso.

Sedentarismo. Un estilo de vida sin ejercicio puede verse afectado en
varios mecanismos: incremento en el nivel de estrogenos y testosterona,
resistencia a la insulina, incremento en la inflamacion y concentraciones
bajas del sistema inmune.

Alcohol. El riesgo incrementa debido al aumenta en los niveles de
estrogenos en la sangre y baja las concentraciones del sistema inmune.
Tabaquismo. Favorece la aparicion de tumores malignos.

(Cardenas etal., 2013, Pérez et al., 2009, Asociacion Espafiola Contra el Cancer,

2014).
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3.3 Causas del cancer de mama

El estrés oxidante es una situacién bioquimica que se caracteriza por el
desequilibrio entre los radicales libres y los mecanismos de defensa
antioxidantes (Vinas et al.,, 2012). Este desequilibrio esta relacionado con
numerosas enfermedades como la diabetes, alteraciones cardiovasculares y
cancer (Maldonado et al., 2010).

Los radicales libres son elementos fundamentales en el metabolismo
humano, sin embargo, constituyen un riesgo para algunas biomoléculas
llegando a ocasionar dano a la célula. En dicho metabolismo se generan
distintos tipos de radicales libres como especies reactivas de oxigeno (ERO) y
especies reactivas de nitrogeno (ERN) (Maldonado et al., 2010). Los radicales
libres (RL) son moléculas cuyos atomos carecen de uno o mas electrones lo que
ocasiona que sean muy reactivos y tomen el electron que les falta de la molécula
vecina provocando la oxidaciéon de esta ultima que a su vez, al quedar sin un
electron se convierte en un radical libre con capacidad de oxidar a otra molécula
cercana, generando una reaccion de cadena (Delgado et al., 2010).

Existen radicales libres que se comportan como oxidantes o reductores,
debido a que tienen la capacidad de donar o quitar un electréon de otra molécula.
Su vida media en sistemas biologicos es de 6 a 10 segundos, aunque algunos
radicales pueden sobrevivir mas tiempo (Young y Woodside, 2001).

3.3.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El oxigeno molecular (O2) es un atomo birradical esencial para la respiracion
(Scandalios, 1993), es altamente oxidante ya que acepta electrones de otras
moléculas. Su molécula tiene dos electrones no apareados en su orbital externo
que confiere la propiedad de ser un radical que reacciona con menor eficacia,
pero de forma especifica y selectiva con moléculas que tienen una configuracion
electronica semejante (Maldonado et al.,, 2010, Constanza y Munoz, 2012). La
adicion de un electron al oxigeno molecular forma el radical aniéon superéxido
(O2¢7) (Valko et al., 2007). Este radical es el mas abundante y comun a nivel
celular, se forma comunmente en la cadena transportadora de electrones y en
la fagocitosis. El (O2¢) puede ser protonado formando al radical perhidroxilo
(HO2), ambos radicales pueden sufrir una dismutacion espontanea, es decir,
pueden ser oxidados o reducidos al mismo tiempo y generar especies mas
reactivas como el peroxido de hidrogeno (H202) (Benezer, Castro y Garcia,
2008). Otra manera de formar al H202 se lleva a cabo cuando el Oz¢- reacciona
con metales como el Fe2* que, a su vez genera el radical hidroxilo (*OH) (Gilead
etal., 2016). E1 H202 esta compuesto por dos atomos de hidrégeno y dos atomos
de oxigeno no es un radical libre, es una especie reactiva de oxigeno que se
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genera en la matriz mitocondrial y en otros organelos celulares como en el
reticulo endoplasmatico, peroxisomas y citosol (Constanza y Munoz, 2012).

El radical hidroxilo (*OH), es la forma neutra del ion hidroxilo (OH-) el cual
esta formado por un atomo de oxigeno y otro de hidrégeno, con una vida media
de aproximadamente 9-10 segundos (Valko et al, 2007). Reacciona con
cualquier molécula cercana dada su alta reactividad y baja especificidad, su
peligro depende de la molécula que ataco o del compartimento celular en el que
se origin6 (Maldonado et al., 2010) (Figura 5).

Figura 5. Formacion de las especies reactivas de oxigeno. Tomado de (Benezer,
Castro y Garcia, 2008)

La capacidad prooxidante de cada radical libre de oxigeno estan
determinado por factores como: reactividad, especificidad, selectividad y
difusibildad (Maldonado et al, 2010). Los niveles bajos de ERO son
indispensables en procesos bioquimicos como en la senalizacion intracelular,
la diferenciacion celular, progresiéon o detencion del crecimiento celular,
apoptosis y mecanismos inmunitarios contra microorganismos (Matés, Pérez y
Nunez, 1999).
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3.3.2 Especies reactivas de nitrogeno (ERN)

Las especies reactivas de nitrogeno estan formadas por una pequena
molécula de 6xido nitrico (NO), compuesta por un atomo de oxigeno (O) y un
atomo de nitrogeno (N), cuando estos dos atomos se enlazan forman la molécula
NO* que contienen un electron desapareado, la presencia del electron
desapareado permite al NO* interactuar con otros atomos presentes en los
sistemas biolégicos. EI NO* en el organismo es producido por mecanismos
enzimaticos como la oxido nitrico sintasa (NOS) y nitrato reductasa (RN)
(Benezer, Castro y Garcia, 2008). En ambientes acuosos su vida media del NO*
es de pocos segundos y alcanza mayor estabilidad en ambientes con bajas
concentraciones de oxigeno. E1 NO* es una molécula soluble en medios acuosos
y lipofilica otorgandole una facil difusion en la membrana plasmatica y en el
citoplasma (Valko et al., 2007).

Tanto en el espacio intracelular como en el espacio extracelular NO* puede
interactuar con otras moléculas generando efectos que agravian la produccion
de energia, transduccion de senales, procesos de transporte y almacenamiento
de oxigeno los cuales ocasionan dano a la célula. La interaccion de NO* con
iones y/o moléculas se conoce como nitrosacion (Benezer, Castro y Garcia,
2008). El NO* funciona como vasodilatador, inhibidor de la agregacion
plaquetaria, neurotransmisor, en mecanismos de defensa y regulacion
inmunitaria (Archer, 1993).

3.3.3 Generacion de especies reactivas
La formaciéon de radicales libres ocurren por varios factores, que se clasifican
en endogenos o exogenos (Young y Woodside, 2001) (Figura 6).

En los factores endogenos se encuentra la produccion del Og2*-
principalmente en la mitocondria a través de la cadena transportadora de
electrones. En este mecanismo los electrones pasan por diferentes moléculas
donde algunos electrones escapan e interactian con el oxigeno para producir
radicales como es el anion superéoxido. El sitio primario del radical superoxido
es en el ADN mitocondrial ocasionando dano a la célula (Valko et al., 2004).

En el sistema inmune los fagocitos requieren de la presencia de oxigeno
para la destrucciéon y digestion de los agentes patéogenos proceso en el cual se
generan radicales libres. Durante los procesos inflamatorios el sistema
inmunolégico produce el anion superoxido y 6xido nitrico los cuales pueden
reaccionar y producir el aniéon peroxinitrito (ONOO-).

NO* + Oz — ONOO-

El peroxinitrito al ser un radical libre muy oxidante es agresivo y causa
fragmentacion al ADN y oxidacion lipidica (Valko et al., 2007).
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Dentro de los factores exogenos esta la contaminacion atmosférica. El ozono
(Os) presente en el aire, no es un radical libre, pero puede reaccionar con
diferentes moléculas generadas por la combustion vehicular como el 6xido de
nitréogeno (NO°), didéxido de nitrégeno (NO2) e hidrocarburos, llegando a
ocasionar danos en el epitelio (Sierra et al, 2004). Otro factor es la luz
ultravioleta emitida por el sol (rayos UV) que generan Oz2¢-y NO*, causando un
incremento en la concentracion de peroxinitrito el cual induce efectos daninos
en las células que son irradiadas y en células no irradiadas ocasionando dano
en el ADN (Passaglia et al., 2017). La exposicion a radiaciones ionizantes rompe
enlaces, como en la molécula de agua que desencadena la produccion de Oaze,
H202 y NO* (Montoro et al., 2014).

La inhalacion de agentes quimicos como el humo del cigarro contienen
grandes cantidades de radicales libres que ocasionan graves danos (Sierra et
al., 2004). Asi mismo los alimentos y bebidas con altas cantidades de grasas,
conservadores, azucares y fertilizantes para el caso de los vegetales, son
generadores de radicales libres en el organismo humano (Delgado et al., 2010).

Figura 6. Formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Tomado de
Young y Woodside, 2001.

La generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno ocasionan dano en
tres tipos de macromoléculas (Figura 7):
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1. Dano en proteinas debido a que tienen residuos susceptibles de ser
atacados por los radicales libres, principalmente por el radical hidroxilo. Esta
oxidacién puede ocasionar un cambio conformacional en la proteina y en
consecuencia hay pérdida y modificacion en su funcién biologica. El dano
causado suele ser irreversible y puede generar la desnaturalizacion de la
proteina (Maldonado et al., 2010).

2. Cuando hay dano en la membrana celular la principal forma de ataque

es la lipoperoxidacion lipidica, generando aldehidos como el malondialdehido
(MDA) y 4-hidroxinanoneal.
El mayor efecto de la lipoperoxidacion lipidica se da cuando las especies
reactivas oxidan los acidos grasos polinsaturados de los fosfolipidos
ocasionando alteraciones en la integridad de la membrana y desajuste en el
funcionamiento de la célula (Gilead et al., 2016).

3. El oxigeno se adiciona a las bases nitrogenadas (guanina y/o timina) o en
las pentosas que constituyen el ADN, formando el radical peroxilo (ROOv¢).
(Maldonado et al., 2010). Ocasionando roturas en los filamentos, intercambios
en las cromatidas hermanas, estas alteraciones pueden inactivar genes
supresores de tumores dentro de las células anormales (Brown y Bicknel,
2001). Estas modificaciones producen diferentes danos como el envejecimiento
y algunas enfermedades como las cardiopatias, neuropatias y cancer
(Scandalios, 1993).

Radical libre Membrana celular

Dario en la membrana 1

celular —
—

Mitocondrias 4 e =

£
Invasién de calcio vy F /“/'L Reticulo /

radicales libres a través ’ﬁl = ~e—;1dopl:ismjco
dela membrana T /
C a+.
7 y
Nucleo

X
@ / '
\\ Dafio al DNA !
~ porradicales N DNA
R libres ¥

Golgi \

Figura 7. Dano celular provocado por las ERO y ERN. Tomado de Maldonado et al.,
2010.
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En condiciones fisiologicas normales, €l organismo neutraliza las ERO y ERN a
través de mecanismos antioxidantes para evitar ciertos danos (Maldonado et
al,, 2010).

3.4 Funcion de los antioxidantes

La exposicion de los radicales libres ha llevado al organismo al desarrollo de
diferentes mecanismos de defensa. Las moléculas antioxidantes son capaces de
donar electrones para estabilizar a los radicales libres y neutralizar sus efectos
daninos (Delgado et al., 2010). Este mecanismo de defensa esta constituido por
moléculas que se encuentran en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidable, las cuales actuan retrasando o previniendo de manera significativa su
oxidacion (Venereo, 2002). En condiciones fisiologicas, estos mecanismos de
defensa mantienen una baja concentracion de ERO y ERN en la célula (Sanchez
et al., 2004).

Los antioxidantes pueden ser de dos tipos:

Enzimaticas endégenas que incluyen la Superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT,) glutation peroxidasa (GPXs), glutation reductasa (Gr), entre
otros.

No Enzimaticos exogenos como el acido ascoérbico (vitamina C), caroteno
(vitamina A), tocoferol (vitamina E), selenio y metabolitos secundarios (Martinez
etal, 2011).

La enzima Superoxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del anion
superoxido para dar origen al peroxido de hidrégeno.

Oz + 02 +2H — > H20:

La SOD elimina principalmente al superoxido, durante la reaccion una
molécula de superéxido se oxida hasta convertirse en di-oxigeno, mientras que
la otra se reduce a peroxido de hidrégeno. Esta enzima se localiza
principalmente en mitocondrias, peroxisomas, citoplasma y en liquidos
extracelulares como el plasma, linfa y sinovial (Barja, 1997).

La Catalasa: Es una enzima que se encuentra presente en todos los
sistemas aerobios, en el organismo humano hay alta concentracion en higado
y rindn, y una baja concentracion en tejido conectivo y epitelios. Esta enzima
cataliza la dismutacion del perdxido de hidrégeno en agua y dioxigeno evitando
que se forme el radical hidroxilo y el oxigeno singulete (Delgado et al., 2010).

H202 — 2H20 + O:2
En esta reaccion de la catalasa ocurre la transferencia de dos electrones
entre dos moléculas de perdxido de hidrégeno, donde una molécula funciona
como donadora y la otra como receptora de electrones (Diaz, 2003). La catalasa
funciona como catalitica y peroxidativa, formando parte del sistema

Eyra Gabriela Salinas Arreortua Pag. 14


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiQ0fHjjYndAhVK-qwKHaRdAssQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Universidad_Nacional_Aut%C3%B3noma_de_M%C3%A9xico&psig=AOvVaw3cYCyflYGDsLnOpDoo5l6r&ust=1535317566245264
https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjWiITVjYndAhUJUa0KHa0CD8gQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Facultad_de_Estudios_Superiores_Zaragoza&psig=AOvVaw3WNy9ou1s_OICNdxgPVwQZ&ust=1535317526180125

Respuesta antioxidante de Plantago major L. en un modelo de cancer

antioxidante (Delgado et al., 2010). A nivel celular se localiza en mitocondrias,
peroxisomas, citosol (eritrocitos) (Venereo, 2002)

La glutation peroxidasa (GPx) es una enzima que elimina hidroperéxidos
utilizando como reductor al glutation reducido (GSH) eliminando tanto a los
organicos (ROOH) como inorganicos (H202) (Barja, 1997). Esta enzima presenta
dos formas: una requiere de selenio para su actividad y como sustrato peroxido
de hidrogeno, y la otra forma no requiere de selenio y cataliza la degradacion
de peroxidos organicos (Korc et al., 1995). La GPx esta presente en el citosol y
en las mitocondrias actia de manera complementaria con la catalasa (Barja,
1997).

Los antioxidantes no enzimaticos exdgenos provienen principalmente de la
dieta, se conocen algunos alimentos que presentan compuestos como los
flavonoides (citricos, cebolla y frijol) otros presentan compuestos fenoélicos (vino
tinto, café y té) estas moléculas antioxidantes son consideradas de gran
importancia debido a su accion protectora (Rodriguez et al., 2015).

Cuando hay una produccion de radicales libres y/o especies reactivas que
superan la capacidad de accion de antioxidantes, se favorece la oxidacion de
biomoléculas generando metabolitos especificos, marcadores de estrés
oxidante, los cuales pueden ser identificados y cuantificados (Barbosa et al,
2008).

3.5 Marcadores de estrés oxidante

Tienen la capacidad de dar a conocer de manera inmediata y/o temprana la
enfermedad y su progresion, los marcadores de estrés oxidante son sustancias,
estructuras o productos que pueden ser medidos en tejidos y muestras (orina,
suero, sangre) (Frijhoff et al., 2015).

Existen una amplia variedad de marcadores biologicos para evaluar el estrés
oxidante. Estos marcadores han sido desarrollados para determinar el dano
mediado por los radicales libres o la generacion de radicales in vivo, dentro de
los cuales incluyen las mediciones directas (oxidacion de lipidos, proteinas y
ADN) e indirectas (basados en la capacidad antioxidante) ver cuadro 1 (Sanchez
et al., 2004).

Es posible que cuando se dispone de métodos mas precisos para la mediciéon
de estrés oxidante todos pueden variar en funcion de diferentes factores como
el ritmo circadiano, la fase postprandial, el tiempo, la temperatura, el tipo de
muestra y condiciones de procesamiento. Asi mismo, las diferentes mediciones
podrian variar de acuerdo al tejido humano (Elejalde, 2001).
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Cuadro 1. Marcadores de estrés oxidante empleados en el diagnostico de
enfermedades. Modificado de Frijhoff et al., 2015.

Cancer
Mama Plasma MDA (malondialdehido)
Plasma HNE (4-Hydroxy-2-nonenal)
Orina F2-IsoP (F2-isoprostanos),
Antioxidantes ( vitamina E,C,
Carotenos, Flavonoides, Polifenoles)
Colon Tejido MDA (malondialdehido),
HNE(4-Hydroxy-2-nonenal),
Acroleina (2-propenal)
Orina F2-IsoP (Fz-isoprostanos)
Prostata Tejido Acroleina (2- propenal)
Cerebro Tejido HNE (4-Hydroxy-2-nonenal)
Cardiovascular
Ataque cerebral isquémico y Plasma HNE(4-Hydroxy-2-nonenal)
Post-ataque epiléptico
Infarto agudo al miocardio Plasma HNE (4-Hydroxy-2-nonenal),
MDA (malondialdehido)
Hipertension plasma, MDA (malondialdehido),
globulos rojos | Fa-IsoP (Fa-isoprostanos)
Bypass cardiopulmonar Plasma F»-IsoP (Fs-isoprostanes)
Sistema gastrointestinal
Ulcera péptica o ilcera Tejido HNE (4-Hydroxy-2-nonenal)
duodenal
Enfermedad Crohn Orina F2-IsoP (Fa-isoprostanos)
Enfermedad mental
Sindrome de Down Liquido F2-IsoP (Fa-isoprostanos)
amniotico
Metabdlicas
Diabetes tipo 2 Suero MDA (malondialdehido)
Obesidad Plasma HNE (4-Hydroxy-2-nonenal)
Otosclerosis Tejido HNE (4-Hydroxy-2-nonenal)
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3.6 Tratamientos contra el cancer

El tratamiento contra el cancer tiene como objetivo la cura total de dicha
enfermedad y/o prolongar considerablemente la vida del paciente, garantizando
una mejor calidad de vida (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

La cirugia es uno de los tratamientos que se utiliza con mayor frecuencia
debido al éxito que tiene. La cirugia radical o curativa tiene como objetivo la
extirpacion, no solo del tejido, segmento u 6rgano donde se localiza el tumor,
sino, ademas aquellas areas de posible diseminacion linfatica del tumor
(Gandur, 2009).

La quimioterapia consiste en la administracion de medicamentos
antineoplasicos. La seleccion del medicamento depende de las caracteristicas
del tumor y del paciente. Los medicamentos pueden ser combinados para
intensificar la capacidad de destruccion celular, de este modo el tipo de
administraciéon puede variar pudiendo ser intravenosa o via oral (Gandur,
2009). No obstante, este es un tratamiento poco selectivo de células cancerosas
lo cual implica una afectacion a células sanas.

La radioterapia consiste en la aplicacion controlada de radiaciones
ionizantes dirigidas de forma local. Estas radiaciones son capaces de romper
enlaces quimicos provocando la destruccion celular, en algunos casos se debe
al impacto directo sobre la molécula del ADN. La radioterapia puede afectar los
tejidos sanos que estan proximos o cercanos al area de tratamiento y como
consecuencia suscitar efectos secundarios (Gandur, 2009).

La inmunoterapia también conocida como terapia biolégica, tiene como
objetivo inducir una respuesta inmunitaria especifica frente a las células
cancerigenas (Fernandez et al., 2013). La administracion puede ser intravenosa,
oral, topica e intravesical dependiendo del tipo de inmunoterapia asistida
(Instituto Nacional del Cancer, 2017).

La hormonoterapia es un tratamiento que emplea farmacos que pueden
actuar en la sintesis de hormonas o alterando sus efectos sobre determinadas
células, evitando el crecimiento del tumor (Sociedad Espanola de Oncologia
Médica, 2017).

Las terapias anteriormente mencionadas pueden ir acompanadas de
medicina alternativa (Instituto Nacional del Cancer, 2015). Un tipo de medicina
alternativa es el uso de plantas cuyos metabolitos secundarios sirvan como
materia prima para la obtencion de medicamentos sintéticos mas complejos o
para el desarrollo de nuevos farmacos (Schlaepfer y Mendoza, 2010).

3.7 Etnobotanica

Estudia la relacion entre los seres humanos y las plantas. El objetivo es el
conocimiento acerca de la planta como su uso, percepcion y clasificacion en la
cultura popular tradicional (Pardo y Goémez, 2003). En la investigacion
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etnobotanica se incorporan herramientas cualitativas y cuantitativas para
recabar y analizar los datos que se obtienen. De estas herramientas que se
llevan a cabo la mas importante es “La entrevista” la cual permite establecer un
vinculo entre el investigador y el informante (Instituto Nacional de Ecologia,
2017).

En México, la etnobotanica inicia a partir de la invasion de su territorio por
poblaciones humanas de espanoles (finales del siglo XV-principios del siglo XVI)
que contaban con conocimiento de recolecta y caseria. En esta etapa, las
distintas etnias tenian un amplio conocimiento sobre el uso de las plantas,
debido a que eran fundamentales para satisfacer necesidades de alimento,
cultura y salud, eran registradas y transmitidas a nuevas generaciones
(Hernandez, 2001).

En este trabajo a través de entrevistas etnobotanicas se obtuvo informacion
acerca del uso, dosis y tiempo de tratamiento de Plantago major con la finalidad
de extrapolarla al modelo murino de cancer de mama.

3.8 Generalidades de Plantago major L.

Se tiene documentado que Plantago major tiene potencial terapéutico en
diferentes partes de la planta como raiz, tallo, hoja y semilla, los cuales han
sido utilizados para tratar diversas afecciones ver Cuadro 2 (Jyoti et al., 2017).

Cuadro 2. Uso tradicional de Plantago major en diferentes paises.

Actividad antiviral P.C India Jyoti et al., 2017.
Actividad Hoja India Jyot et al., 2017.
inmunomoduladora P.C con
Plantago
asidtica L.
Hoja Iran Nazarizadeh et al., 2013.
Hoja Chile Samuelsen, 2000.
I Actividad Hoja Semilla | India Jyoti et al., 2017. :
I anticancerigena I
: Hoja Semilla  Iran Nazarizadeh et al., 2013. :
! Antioxidante Hojas Semilla | India Jyoti et al., 2017. |
I P.C 1
_-----------------------------------‘
Hojas Semilla @ Iran Nazarizadeh et al., 2013.
pP. C.
Hoja Iran Nazarizadeh et al., 2013.
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Comunmente se le conoce como llanté, llantén o lantén ver figura 8.

3.8.1 Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae
Clase: Mgnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Plantaginacea
Género: Plantago L.
Especie: Plantago major L.

(Marroquin, 2014).
Figura 8. Plantago major L.

Plantago major es una hierba erecta con una altura que va desde los 10 a 30
cm. Presenta raiz degenerada con aspecto fibroso (Figura 9-C), sus hojas son
basales dispuestas en roseta de manera alterna y gruesas, con forma de
laminas-ovadas/eliptico-ovadas de 4 a 15 cm de largo y de 3 a 20 cm de ancho
con apice obtuso y margen entero que en ocasiones puede ser ligeramente
ondulado (Figura 9-B), sus flores (inflorescencias) son espigas linear-cilindricas
con un tamano de 3 a 20 cm de largo, conformadas por flores pequenas de 0.05
a 1 mm de largo durante la antesis. Presenta de 30 a 60 semillas ovadas de +1
mm de longitud de color pardo (Figura 9-A) (Rzedowski et al., 2005).
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A B C

Figura 9. Plantago major L. A) Inflorescencia, B) Hojas en forma de roseta y C) Raiz
de longitud corta.

Plantago major L. es una planta que crece en pantanos, orillas de canales y
estanques, en terrenos con mucha humedad. También, habita en bosque
caducifolio, bosque de encino y bosque meso6filo (Comisiéon Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2009). Se distribuye desde Canada
hasta Brasil. En México se registra de los 350 a los 2000 m.s.n.m y en Veracruz
hasta los 2500 m.s.n.m (Lopez y Avendano, 1999).

3.8.2 Estudios de Plantago major L.

Es utilizada comunmente como planta medicinal en algunos estados de México
para tratar diferentes afecciones (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Usos comunes de Plantago major L. en la medicina tradicional

Estado
Chiapas

Ciudad de México
Guanajuato
Guerrero
Michoacan

Morelos

Puebla

Sonora

Tabasco
Tabasco
Tlaxcala

Veracruz

Afeccion
Inflamacion de estomago y abdomen, desinflamante de
golpes, heridas, llagas enconosas, paperas y afecciones
respiratorias.
Inflamacion de estomago y abdomen, disenteria.
Detencion de hemorragias externas o internas.
Artritis, dolores reumaticos y de huesos.
Heridas y llagas. Padecimiento ocular: carnosidad, laganas,
ojos llorosos e inflamacion de ojos.
Detencion de hemorragias internas y externas.
Hinchazones o inflamaciones (sin especificar), dolor de
rinén, gastritis, tulcera, vomito, lesiones: golpes o
contusiones, heridas, quemaduras, piquetes de escorpion y
caries.
Inflamacion de estéomago y abdomen, hinchazones o
inflamaciones (sin especificar), desinflamacion de
hematomas, dolor de rinén, disenteria y padecimientos
oculares: carnosidad, laganas, ojos llorosos e inflamacion de
ojos. Enfermedades contra el cancer.
Ulceras de la boca, la bilis, desordenes biliares, caries,
gastritis, ulceras gastricas, vomito. Lesiones: golpes o
contusiones, heridas, quemaduras y piquete de escorpion.
Inflamacion de estomago y abdomen.
Asma, tos, bronquitis y catarro.
Inflamacion de estomago y abdomen, padecimientos
oculares: carnosidad, laganas, ojos llorosos e inflamacion de
ojos, detencién de hemorragias internas y externas.
Inflamacion de estémago y abdomen, hinchazones o
inflamaciones (sin especificar), artritis, dolores reumaticos y
de huesos, ulceras en la boca, bilis y desordenes biliares.
Afecciones respiratorias: asma, tos, bronquitis y catarro.
Enfermedades contra el cancer.

Plantago major L. tiene diferentes actividades como; antiinflamatoria,
antihelmintica, bacteriana y cicatrizante, debido a la presencia de metabolitos
secundarios como la aucubina (glucosido) que fueron identificada en diferentes
extractos: metanolico, hidroalcohodlico y acuoso, utilizando solo las hojas
(Blanco, Saborio y Garro, 2008). Otra revision como planta medicinal enfatiza
en la presencia de diferentes compuestos: sustancias fenodlicas, flavonoides,
alcaloides, terpenoides y vitamina C que le confieren actividad antiinflaatoria,
efectos hematopoyéticos y antioxidante (Haddadian et al., 2014).

Estudios de Plantago major L. en modelos in vivo muestran diferentes

actividades biologicas que son acreditadas a las propiedades que ejercen los
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metabolitos secundarios, empleando diferentes estructuras de la planta o la

planta completa (Cuadro 4)

Cuadro 4. Estudios realizados en modelos in vivo utilizando Plantago major L.

Redroban

Caro

Ahmed y
col.

Hussan y
col.

Parhizgar
y col.

Eyra Gabriela Salinas Arreortua

2012

2013

2015

2015

2016

Planta
completa

Hoja

Planta
completa

Hoja

Planta
completa

Hidroalcohdlico

Acuoso

Acuoso

Acuoso

Hidroalcohdlico

Alta Ratones
concentraciéon Mus
taninos, musculus
quinonas,

antocianidinas

y en menor

cantidad

alcaloides,

flavonoides,

cumarinas y

saponinas

(triterpenos y

esteroides)

Compuestos Ratas
fendlicos, machos
flavonoides y Winstar
taninos

Fenoles, Cultivo de
taninos, Bidens
alcaloides, pilosa
flavonoides y

saponinas

No se realiza Ratas
estudio que hembras
compruebe la Sprague-
presencia de Dawley
algan

metabolito

secundario.

No se realiza Ratas
estudio que Winstar

compruebe la
presencia de
algin
metabolito
secundario, sin
embargo su
respuesta se
atribuye a los
principios
activos
reportados.

Como
respuesta se
muestra una
actividad
cicatrizante en
heridas
cutaneas
menores.

Se da una
respuesta
considerada de
efecto
ansiolitico.

Se ejerce efecto
fitotoxico en el
crecimiento de
la plantula y
germinacioén de
Bidens pilosa.
Ayuda a
aumentar la
actividad
antioxidante y
mejorar la
lesién hepatica
inducida por
paracetamol.
Ayuda en los
efectos daninos
causados por
la
nefrotoxicidad
inducida por el
cisplatino a la
cual fueron
sometidas las
ratas.
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A partir del conocimiento etnobotanico se inician investigaciones para
conocer los metabolitos secundarios presentes en las plantas, de este modo
surge la fitoquimica.

3.9 Fitoquimica

Esta disciplina estudia cada grupo de planta desde su estructura quimica,
metabolismo, distribucion natural y funcion biologica, a través de la extraccion
de compuestos y evaluacion cualitativa y cuantitativa (Ringuelet y Vina, 2013).

La realizacion de un analisis fitoquimico permite conocer de manera
cualitativa y cuantitativa los principales grupos quimicos presentes en la planta
(Sharapin, 2000). Este analisis requiere de la extraccion de compuestos
presentes en la planta con solventes apropiados, los cuales dependen de la
polaridad (Palacios, 2013). El analisis fitoquimico cualitativo emplea una serie
de reacciones de coloracion y/o precipitacion. Para conocer de manera
cuantitativa los constituyentes quimicos en la planta se emplean técnicas
como: HPLC, cromatografias y espectrofotometria (RMN resonancia magnética
nuclear, colorimetria IR y UV) (Marcano y Haseggawa, 2002).

3.10 Metabolitos secundarios

El metabolismo de las plantas requiere la continua elaboracion, asimilacion
y eliminacion de sustancias quimicas para llevar a cabo funciones vitales
indispensables para el desarrollo de la vida (Cruz, 2007). En el metabolismo
primario el papel fundamental que tiene la fotosintesis es convertir la energia
solar en energia quimica, donde la mayor parte del carbono forma moléculas
organicas (carbohidratos, proteinas, lipidos, aminoacidos y nucleétidos) que
son fundamentales para la vida. Otras moléculas resultado de dicho proceso
son los metabolitos secundarios (Figura 10) (Castro y Gonzalez, 2008), también
conocidos como principios activos, estos son sustancias que se encuentran en
distintos 6rganos o estructuras de la planta, dichas sustancias confieren una
accion farmacologica beneficiosa o perjudicial en el cuerpo humano y animal,
pudiendo alterar o modificar el funcionamiento de érganos y sistemas (Palacios,
2013).
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Figura 10. Relacion del metabolismo primario con el metabolismo secundario de
plantas. Figura modificada de Avalos y Pérez, 2009.

Los metabolitos secundarios generalmente se encuentran en cantidades
pequenas y a menudo, su produccion puede estar restringida en un
determinado género, familia o especie de planta. Pueden ser sintetizados no
solo por plantas, también por hongos, bacterias y animales (Castro y Gonzales,
2008). Tienen funciones ecologicas como atrayentes o repelentes de animales.
Como atrayentes de insectos polinizadores proporcionan pigmentacion en flores
y frutos. Otros compuestos tienen funcién protectora, proporcionando sabores
amargos, haciéndolas indigestas o venenosas frente a depredadores (Avalos y
Pérez, 2009). En la mayor parte de los casos los metabolitos secundarios no
parecen ser necesarios para la supervivencia de la planta, pero pueden
conferirle una ventaja competitiva (Palacios, 2013).

Los metabolitos secundarios como alcaloides, cumarinas, esteroides,
fenoles, flavonoides, glucdsidos cardiotonicos, saponinas, taninos, entre otros,
son considerados productos naturales o drogas que representan alrededor del
25% de los productos con uso medicinal (Anaya y Espinosa, 2006)

Eyra Gabriela Salinas Arreortua Pag. 24


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiQ0fHjjYndAhVK-qwKHaRdAssQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Universidad_Nacional_Aut%C3%B3noma_de_M%C3%A9xico&psig=AOvVaw3cYCyflYGDsLnOpDoo5l6r&ust=1535317566245264
https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjWiITVjYndAhUJUa0KHa0CD8gQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Facultad_de_Estudios_Superiores_Zaragoza&psig=AOvVaw3WNy9ou1s_OICNdxgPVwQZ&ust=1535317526180125

Respuesta antioxidante de Plantago major L. en un modelo de cancer

Caracteristicas de los grupos de metabolitos secundarios:

Los alcaloides son compuestos nitrogenados que pueden contener uno o
varios atomos de nitrogeno en su molécula, con un peso molecular que oscila
entre 100 y 900 Da. Como derivado de una amina en soluciones son basicas
debido a que el nitrégeno que posee normalmente tiene un par de electrones no
compartidos. Son de estructura cristalina y forman precipitados amorfos
gracias a la presencia de nucleos aromaticos en su estructura, de igual forma
son absorbentes de rayos UV (Figura 11). Los alcaloides se encuentran
presentes especialmente en dicotiledoneas herbaceas, son incoloros, inodoros
y confieren sabores amargos, dichas caracteristicas le otorgan propiedades
como; bactericidas (lupinina, lupanina, angustifolina), nematicidas (anargirina,
matrina y citisina) y antivirales (esparteina). En tratamientos terapéuticos se
emplean como antifibrilantes, bloqueantes espasmoliticos, neuromusculares,
antimalaricos antineoplasicos (Ringuelet y Vina, 2013).

Figura 11. Estructura de un alcaloide (morfina). Tomado de pag. web: alcaloides
s/a.

Las cumarinas tienen una estructura quimica 2H-1-benzopiran-2-ona la
cual presentan un color azul caracteristico visible en espectros ultravioleta
(Figural2). Pertenecen al grupo de compuestos fenolicos y pueden encontrarse
en raices, hojas, flores o frutos en diferentes familias de angiospermas.
Presentan un amplio interés, estas suelen ser utilizadas como aditivos
alimentarios, perfumes, cosméticos, productos agroquimicos y como farmacos,
como este Ultimo manifiestan diversas propiedades como actividad
anticoagulante, antiviral, antibacteriana, inhibidor enzimatico y antioxidante,
segun sea el sustituyente que presente la cumarina.

Algunas cumarinas han sido estudiadas por sus propiedades
cardioprotectoras y anticancerigenas, como la warfarina y el acenocumarol que
son utilizados en farmacos como anticoagulantes. La geiparvarina, es conocido
por su actividad citostatica en ensayos in vitro (Correia, 2013).
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Rlll

Figura 12. Estructura quimica de una cumarina simple. Tomado de Alvarez, 2016.

Los flavonoides son compuestos fenodlicos que poseen un esqueleto
primordial de quince atomos de carbono que consta de tres porciones, dos
anillos aromaticos (bencénicos) y un anillo heterociclico oxigenado (Ce-Cs3-Ce)
(Figura 13) (Delporte, 2010). Se encuentran ampliamente distribuidas en las
plantas angiospermas, principalmente en las partes expuestas al sol como
hojas, flores y frutos que otorgan a la planta funciones ecologicas como
atrayentes de polinizadores debido a que brindan pigmentacion en flores, frutos
y hojas.

Tiene propiedades farmacologicas los cuales son empleados en proctologia,
metrorragias y retinopatias. Los flavonoides en conjunto con una saponina
(glicirricina) confieren accion antiespasmodica, antiulcerosa, antiagregante
plaquetaria y antiinflamatoria. Presentan efecto protector en la pared vascular
gracias a su capacidad de inhibir enzimas y actividad antioxidante los cuales
actuan inhibiendo la peroxidacion lipidica, la reduccion de radicales libres y
quelando metales (Transito, 2004).

Figura 13. Estructura quimica de un flavonoide C6-C3-C6 (2 anillos bencénicos
unidos por un heterociclico de 3 carbonos. Tomado de Delporte, 2010.

Los glucosidos cardioténicos poseen una estructura esteroidal compuesta
por una parte aglicona (no azucar) y una glicona (azuicar). En el carbono 17
presenta un anillo de lactona no saturado, en el carbono 3 de la parte glicona
puede presentar moléculas de azucar (glucosa) o los seis desoxiazuicares
(ramnosa, mucosa, digitalosa y thevetosa, etc.) como sustituyente (Figura 14)
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(Amaringo et al., 2011). La parte lactona les confiere el sabor amargo y la parte
aglicona el nombre de cardenolidos.

Presentan actividad estimulante sobre el musculo cardiaco, participa en la
adecuada circulacion y aumento de la filtracién renal produciendo un efecto
diurético como consecuencia de los efectos que tiene sobre el corazon. Tiene un
margen terapéutico muy estrecho debido a su elevada toxicidad (Vanaclocha y
Canigueral, 2003).

Figura 14. Estructura quimica de un glucésido cardiotonico y sus azucares
sustituyentes. Tomado de Amaringo et al., 2011.

Los polifenoles derivan del fenol (Figura 15). Su estructura presenta un
anillo aromatico el cual puede estar unido a uno o mas grupos hidroxilos. Son
clasificados en diferentes grupos segun sea la estructura principal y el numero
de atomos de carbonos presentes (Castro, Ortega y Lozada, 2015), estan
ampliamente distribuidos en los vegetales como son frutas, hortalizas y
alimentos derivados. Confieren caracteristicas como la pigmentacion de tonos
rojos, azules y violaceos caracteristico de muchas frutas (fresas, ciruelas y uvas)
y hortalizas (col, rabano y betabel), y en algunos frutos confieren el aroma
(platano). Tiene propiedades antioxidantes, puesto que son captadores de
radicales libres, por lo que estan relacionados en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y cancerigenas. En lineas celulares tumorales se ha
demostrado que actuan inhibiendo la proliferacion (Tomas, 2003).

OH

Figura 15. Estructura quimica del grupo fenol. Tomado de Martinez, 2015.
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Las saponinas son heterosidos comunmente divididos en dos principales

grupos de acuerdo a su esqueleto; esteroides con 27 carbonos y triterpénicos
con 30 carbonos (Figura 16). Estos presentan caracteristicas distintivas como:
sabor amargo, surfactate y hemoliticas (Valle y Lucas, 2000).
Su estructura puede estar formada por una parte glucidica de caracter neutro
o acido y una parte no glucidica denominada sapogenina. Las saponinas
esteroidales carecen de efecto hemolitico (Vanaclocha y Canigueral, 2003). Se
encuentran en varias plantas desde raices, tallos, hojas y flores en plantas
comestibles como espinacas, soya, alfalfa, esparragos, avena, entre otros.
También se pueden encontrar en animales como estrellas marinas y en el
veneno de serpientes pudiendo ser extremadamente toxicos para animales de
sangre fria (Valle y Lucas, 2000). Tienen propiedades expectorantes y efectos
antiinflamatorios, sin embargo, su consumo pude tener efectos nocivos
pudiendo irritar la mucosa bucofaringea y digestiva, causando dolor
abdominal, vomito y diarrea (Transito, 2001).

Figura 16. Estructura quimica de dos diferentes grupos de saponinas, esteroidal
y triterpénicos. (Gle: glucosa, Ram: ramnosa, Ara: arabinosa, GlcA: acido
glucoronico). Tomado de Vanaclocha y Canigueral, 2003.

Los taninos son compuestos quimicos que contienen grupos fenodlicos,
cuando se combinan con agua adquieren sabores astringentes. Se dividen en
dos grupos; taninos hidrolizables y los taninos condensados (Delporte, 2010).
En su estructura pueden tener grupos hidroxilos y en otros casos carboxilos
los cuales le otorgan la capacidad de formar complejos con proteinas, minerales
y otras macromoléculas (Figura 17) (Carulla y Pabon, 2004). Se encuentran
principalmente en dicotiledoneas herbaceas, en hojas de arboles y arbustos y
son relativamente escasos en gramineas y leguminosas cultivadas (Garin et al.,
1996).

Los taninos hidrolizables tienen actividad antioxidante en modelos in vitro
los cuales son capaces de neutralizar especies reactivas, como el superoxido, el
radical hidroxilo y disminuir la peroxidacion lipidica, en modelos in vivo han
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presentado actividad anticancerigena en cancer de prostata y pulmoén. Los
taninos condensados tienen propiedades terapéuticas como es la inhibicion de
la agregacion plaquetaria, reduciendo la formacion de trombos en el sistema
circulatorio, actividad antibacterial, propiedades anticarcinogénicas y
antioxidantes. Asi mismo los taninos pueden tener efectos daninos como es la
inhibicion en la absorcion de los metales, lo que puede llegar a ser un riesgo en
la salud generando problemas de anemia (Vazquez et al.,, 2012).

Figura 17. Estructura quimica de un tanino hidrolizable formando complejo con
una proteina. Tomado de Orantes, 2008.

Dentro de los principales metabolitos reportados para Plantago major se
encuentran glucosidos fenilpropanoides, iridoides que son monoterpenos,
flavonoides y acidos fendlicos presentes en las partes aéreas (Goncalves y
Romano, 2016). El cuadro S muestra una relacion de compuestos quimicos
encontrados en Plantago major.

Cuadro 5. Clases de compuestos quimicos en Plantago major. Modificado de
Goncalves y Romano, 2016.

Clase de compuesto Estructura de la planta Referencia
quimico
Acidos triterpénoicos Hoja y semilla Tarvainen et al., 2010.
Polifenoles Hoja, semilla y flor Zubair et al., 2011.
Glucésidos feniletanoides y Hoja Gonda et al., 2013.

glucosidos (iridoides)

Acidos triterpénoicos Semilla, hoja, peciolo y raiz. Kartini et al.,, 2014.
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Samuelsen (2000) indico la presencia del grupo glocosinolatos, asi como
plantagonina, que es un alcaloide y algunos flavonoides como la baicaleina,
hispidulina y plantaginina en Plantago major. Bahrain (2017) reporté que P.
major es una planta con aplicaciones terapéuticas debido a la variedad de
compuestos como los flavonoides (luteolina y apigenina), alcaloides
(plantagonina), terpenoides, compuestos fendlicos, glucosidos iridoides
(aucubina) y vitaminas (vitamina C y carotenos).

3.11 Inductor de cancer de mama

El DMBA 7,12-dimetilbenzo (a) antraceno es un hidrocarburo aromatico
policiclico constituido por anillos bencénicos (Figura 18), se genera en la
combustion de fosiles; como el carbon, petroleo y sus derivados (Jaume, 2012).
El DMBA es un compuesto lipofilico que requiere de la activacion metabolica
para actuar como cancerigeno (Costa, 2014), desencadenando la formacion de
epoxidos que interaccionan de manera directa con el ADN generando
transversiones: AT por TA y GC por TA. Siendo dos mecanismos los probables
de dicho suceso; el primero, es la formacion de aductos de DMBA- adenina y
DMBA- guanina y el segundo la perdida de purinas, los cuales son producto de
la lisis espontanea del complejo formado entre el époxido del DMBA y las
purinas del ADN blanco (Cortés et al., 2009).

CHs

CHa

Figura 18. Estructura del DMBA (7,12-dimetilbenzo (a) antraceno). Tomado de
pag. web: SIGMA-ALDRICH, 2017.

El DMBA es uno de los carcinégenos mayormente empleado para inducir
cancer de mama en modelos in vivo, especialmente en murinos ya que estos
animales presentan caracteristicas similares al cancer de mama en humanos
(Costa, 2014). Los tumores mamarios que son inducidos con DMBA rara vez
hacen metastasis, pero pueden llegar a ocasionar la muerte del huésped, al
alcanzar un gran tamano e invadir tejidos adyacentes que pueden generar
hemorragias o ulceraciones (Thompson y Adlakha, 1991).
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El compuesto DMBA ha sido documentado para la induccion de cancer de
mama en ratas, el cual es administrado en una sola dosis (20 mg/kg) via oral,
dejando ejercer el efecto durante 14 semanas (Arroyo et al., 2010). Otro estudio
refiere que, para la induccion de cancer de mama en ratas fue empleada una
dosis unica de DMBA (100 mg/kg) via oral, en el cual se obtuvieron resultados
a la 8va semanas de induccién (Oto et al.,, 2011).
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4. Justificacion

En México la primera causa de muerte en mujeres es por cancer de mama
(Secretaria de Salud, 2015). El cancer de mama es un grave problema de salud
publica y representa un reto multidisciplinario (Mohar et al, 2009).
Actualmente el tratamiento de la mayoria de las neoplasias, especialmente
sblidas, incluye el uso de la cirugia, quimioterapia, radioterapia y
hormonoterapia, sin embargo, estas terapias han resultado poco especificas por
lo que el incidir en terapéuticas alternativas como es el uso de plantas
medicinales contribuye a resolver esta problematica.

Las células neoplasicas generan un elevado estrés oxidante al producir altos
niveles de especies reactivas producto de alteraciones metabdlicas y del nuevo
microambiente en formacion (Vinas et al., 2012). Plantago major L. es una
herbacea que contiene metabolitos secundarios con actividad antioxidante que
puede disminuir los niveles de especies reactivas generados en un proceso
carcinogénico. Dicha especie es consumida en diferentes estados de México, sin
embargo, los estudios cientificos que hay en México acerca de su actividad
biologica son escasos.
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5. Hipotesis

Los metabolitos secundarios con actividad antioxidante presentes en extractos
acuosos e hidroalcoholicos de Plantago major, contrarrestaran el estrés
oxidante generado en un proceso de carcinogénesis inducido.

6. Objetivo general
Evaluar la actividad antioxidante de los extractos acuosos e hidroalcoholicos
de Plantago major, mediante marcadores de estrés oxidante en un modelo de
cancer en cepa CD:.

6.1 Objetivos particulares

7

% Identificar y cuantificar los grupos de metabolitos secundarios presentes
en extractos acuosos e hidroalcoholicos Plantago major.

7

% Evaluar los marcadores de estrés oxidante (catalasa, 6xido nitrico y
lipoperoxidacion lipidica) en plasma e higado de raton.
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7. Material y método

7.1 Zona de estudio

La colecta de Plantago major se llevo a cabo en septiembre del 2015 en la
localidad de Limén Chiquito municipio de Cazones de Herrera, Veracruz. esta
localidad se ubica en las coordenadas: longitud: -97.281389 y latitud:
20.678889, a 10 m.s.n.m (Mapa 1).

Mapa 1. Localidad de Limo6n Chiquito, Cazones de Herrera, Veracruz.
7.1.2 Registro de informacion etnobotanica

Con la finalidad de capturar informacion especifica de la especie como; uso
medicinal primordialmente anticancerigeno, forma de preparacién, modo de
empleo, duracion del tratamiento, efectos adversos durante o posterior a su
uso. Se realizo una entrevista etnobotanica, utilizando la metodologia de Cruz
y Castillo (2008).

Se aplicaron 25 entrevistas, dirigidas a los habitantes de la comunidad de
Limon Chiquito (Anexo 1), donde participaron hombres y mujeres en un rango
de edades que va de los 27 a 75 anos, que emplean las plantas con fines
terapéuticos, en particular la especie Plantago major L.

Plantago major fue recolectada a orillas de caminos, las muestras del

ejemplar incluyeron partes aéreas y raiz las cuales fueron etiquetadas (Figura
19). Se recolectaron tres muestras de la especie, estas fueron prensadas y
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secadas en un secador de herbario a
una temperatura de 30-50 °C, estas
medidas se llevaron a acabo, para
prevenir que las muestras se
deterioraran o fueran parasitadas por
hongos (Vera de A., 2003).

La determinacion taxonomica se
realizo en el Instituto de Biologia de la
UNAM por el M. en C. Alberto Reyes
Garcia, Técnico académico del Herbario
Nacional MEXU.

Figura 19. Sitio de recolecta de Plantago major en campo.

7.1.3 Material vegetal

Se recolectaron 22 ejemplares de Plantago major, los cuales fueron
separados por raiz, hoja y flor, retirando el exceso de tierra con abundante agua
destilada y posteriormente se dejaron secar para ser pesados.

Los extractos acuosos se obtuvieron por medio de un cocimiento durante 5
minutos, colocando por separado 100 g de material vegetal (flor, hoja y raiz) en
1000 mL de agua destilada. Para los extractos hidroalcohodlicos se colocaron
100 g de material vegetal fresco por separado, cada estructura de la planta se
trituro en un mortero extrayendo con una solucion de etanol:agua (3:1). Los
extractos acuosos e hidroalcoholicos se filtraron y almacenaron por separado
en frascos ambar a una temperatura de 4 °C hasta su uso.

Para secar los extractos acuosos e hidroalcohoélicos se colocaron 50 mL de
cada extracto en cristalizadores dentro de la campana de extraccion hasta
obtener el extracto seco, el cual se almacenoé en frascos ambar a temperatura
ambiente.

7.2 Cuantificacion de azicares totales presentes en Plantago major

La cuantificacion se llevo a cabo por el Método Fenol-sulfuirico. Este método
espectrofotométrico se fundamenta en la reaccion de los aztcares con acidos
fuertes, originando furfurales, los cuales son condensados al reaccionar con el
fenol dando un compuesto color naranja o amarillo estable, (Figura 20) (Toledo,
2015).

Eyra Gabriela Salinas Arreortua Pag. 35


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiQ0fHjjYndAhVK-qwKHaRdAssQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Universidad_Nacional_Aut%C3%B3noma_de_M%C3%A9xico&psig=AOvVaw3cYCyflYGDsLnOpDoo5l6r&ust=1535317566245264
https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjWiITVjYndAhUJUa0KHa0CD8gQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Facultad_de_Estudios_Superiores_Zaragoza&psig=AOvVaw3WNy9ou1s_OICNdxgPVwQZ&ust=1535317526180125

Respuesta antioxidante de Plantago major L. en un modelo de cancer

Figura 20. Reaccion de una hexosa. Tomado de Toledo, 2015.

La reaccion que se lleva a cabo no es estequiométrica y depende de la estructura
del azucar, por lo tanto, se realiza una curva patron para conocer las
concentraciones de azucares totales (Toledo, 2015). Para conocer la cantidad
de azucares totales se prepard una solucion estandar de glucosa 200 pL/mL.

Para la cuantificacion se prepar6 una curva de calibracion realizando diluciones
de O, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/mL de glucosa.

1. Se tomaron 100 pL de muestra completando 1 mL con 900puL de agua
destilada, en seguida se incorpor6 300 pL de fenol al 5 % agitando
suavemente y 1.8 mL de acido sulftirico lentamente por las paredes.

2. Las muestras se dejaron reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Y
su absorbencia fue leida en un espectrofotémetro a 490 nm. Como blanco
se utilizo, 1 mL de agua destilada, 300 pL de fenol al 5 % y 1.8 mL de acido
sulfarico, siguiendo el mismo proceso descrito anteriormente.

7.3 Identificacion de grupos de metabolitos secundarios

A partir de los extractos secos obtenidos de Platago major se desarrollaron
pruebas coloridas para la identificacion de grupos de metabolitos secundarios
de mayor interés. Para las pruebas de identificacion se prepar6 cada extracto a
una concentracion de 0.01 g/mL, del que se tomaron 500 pL adicionando los
reactivos de acuerdo al grupo de metabolito secundario a identificar.

La caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
acuosos e hidroalcoholicos fueron expresados de acuerdo a la lectura utilizada
por Dominguez (1973). Leyéndose de la siguiente forma; Presencia abundante
+++, presencia moderada ++, presencia poca + y ausencia --.
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Alcaloides

Los alcaloides en soluciones neutras o ligeramente acidas pueden precipitar
o dar coloraciones a una serie de reactivos denominados “reactivos generales
de alcaloides” (Ringuelet y Vina, 2013). Estas tres técnicas de identificacion se
fundamentan en la capacidad que tienen los alcaloides en estado sal (extractos
acidos), de combinarse con el yodo y metales pesados como bismuto, mercurio,
tungsteno formado precipitados (Palacios, 2013). Se realizaron 3 técnicas para
la identificacion de alcaloides.

a) Meyer. Se disolvieron 0.65 g de bicloruro de mercurio en 30 mL de agua
destilada y se anadi6 2.5 g de yoduro de potasio en 50 mL. De esta solucion
se tomo6 1 mL y se agregb a la muestra, la formacion de un precipitado color
blanco o color crema indica la presencia de alcaloides (Palacios, 2013).

b) Wagner. En 25 mL de agua se disolvio 0.31 g de yodo sublimado y 0.5 g de
yoduro de potasio. De esta solucion se tomo6 1 mL y se agregd a la muestra,
esta reaccion en presencia de alcaloides presenta la formacion de
precipitado naranja-rojizo.

c) Dragendorff. Se mezclo 2 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 5 mL
de acido nitrico al 30 %, incorporando una solucion que contenia 6.8 g de
yoduro de potasio en 12.5 mL de agua. Se dejoé reposar durante 24 horas,
por ultimo, se decanto y se llevo a aforo a 25 mL. De esta solucion se tomo
1 mL y se agregb a la muestra. La adicion de este reactivo a la solucién
acida de alcaloides da la formacion de un precipitado naranja-rojizo
(Palacios, 2013).

Cumarinas

La identificacion de cumarinas se realizo a través de la técnica de hidroxido
de sodio. Las cumarinas son lactonas que pueden disolverse en soluciones
alcalinas acuosas o alcohédlicas dando una coloracién amarilla, la cual
desaparece al acidular. La Reaccién de hidréxido de sodio consiste en adicionar
a la muestra una solucion de hidréxido de sodio al 10 % y, posteriormente se
incorpor6 gota a gota un acido débil (acido citrico). La prueba es positiva si
presenta una coloracion amarilla que desaparece al acidularse (Rivas et al.,
2010).

Esteroides

Los esteroides se determinaron por medio de la reacciéon de Liberman-
Burchard que identifica los nucleos esteroidales o triterpenicos (Enriquez et al.,
2008). El Reactivo Liberman-Burchard consiste en elaborar una soluciéon 1:1,
con 25 mL de cloroformo y 25 mL de anhidrido acético, por cada 2 mL de la
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solucion se agregd una gota de acido sulfurico previamente frio, por la pared.
Este reactivo se incorpor6 a la muestra y el cambio de coloracion a rojo-naranja
indica la presencia de un nucleo triterpeno, si la coloracion es azul-verde, hay
presencia de un nucleo esteroide (Rivas et al., 2016).

Flavonoides

Para identificar flavonoides se empleo la reaccion de Shinoda, en la que el
magnesio metalico es oxidado por el acido clorhidrico concentrado dando como
productos hidréogeno molecular que posteriormente es eliminado en forma de
gas y el cloruro de magnesio que forma complejos con los flavonoides dando
coloraciones rosadas (Enriquez et al,, 2008). La Reaccién de Shinoda, consiste
en adicionar limaduras de magnesio a la muestra, posteriormente se agrego
gota a gota acido clorhidrico concentrado, agitando en circulos suavemente. La
aparicion de una coloraciéon naranja, rojo o rosa intenso, se considera positiva
(Carvajal et al., 2009).

Glucésidos cardiotonicos

Para el analisis de los glucésidos cardioténicos se emplearon dos técnicas
que identifican sus estructuras. El reactivo de Baljet permite reconocer
compuestos con agrupamiento lactonico (Pereira, Vega y Saavedra, 2009).
Mientras que el ensayo de Keller-Killiani permite el reconocimiento de los
desoxiazucares, que pueden ser ramnosa, mucosa, digitalosa y thevetosa (Rivas
et al., 2016). Para el Ensayo de Baljet se disolvieron 0.25 g de acido picrico en
25 mL de etanol y se adiciono una solucion de 2.5 g de hidroxido de sodio en
25 mL de agua. De esta solucion se agregd 1 mL a la muestra. Si forma un
precipitado color rojo-naranja la prueba de identificacion es positiva (Pereira,
Vega y Saavedra, 2009). Para el reactivo de Keller-Killiani se disolvio 0.5 g de
cloruro de hierro hexahidratado en acido acético al 2 %. En seguida se anadio
1 mL a la muestra e inmediatamente se incorporé gota a gota acido sulfurico.
Si la muestra toma una coloracion verde o pardo la reaccion es positiva (Rivas
etal, 2016).

Polifenoles

La técnica para identificar polifenoles consiste en una reacciéon redox. Se
emplea el reactivo Folin Ciocalteu que tiene una mezcla de wolframato sodico y
molibdato sodico en acido fosférico que reacciona con los compuestos fenodlicos
presentes en el extracto. El acido fosfomolibdotiingstico (formado por las dos
sales en el medio acido) es de color amarillo, al ser reducido por los grupos
fenodlicos da lugar a un color azul intenso mostrando la presencia de polifenoles.
Se colocaron 500 uL de muestra, se adiciono agua destilada hasta completar 2
mL, incorporando 1.7 mL de solucién de carbonato de sodio al 7.5% y 400 uL
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del reactivo de Folin Ciocalteu. Si la muestra presenta coloracion azul turquesa
hay presencia de polifenoles (Martinez et al., 2015).

Saponinas

Las saponinas disminuyen la tension superficial del agua, por lo que en
soluciones acuosas forman espuma (Castaneda et al.,, 2008). La prueba de
espuma consistié en colocar 1 mL de agua destilada en 500 uL de muestra,
tapando y agitando vigorosamente. La formacion de espuma estable durante 15
minutos arroja positiva la presencia de saponinas (Carvajal et al., 2009).

Taninos

Los taninos son compuestos fenolicos que contienen principalmente grupos
hidroxilos y en algunos casos carboxilos que forman complejos fuertes con
proteinas y pueden precipitarlas. La reaccion gelatina-sal se realiza para la
identificacion de taninos condensados (Carulla y Pabon, 2004). El Reactivo de
gelatina-sal se prepar6 disolviendo 0.25 g de grenetina en 25 mL de agua, en
una solucion de cloruro de sodio al 10 %. Se incorporé 1ml de esta solucion a
la muestra. Se considera positiva la prueba si hay formacion de precipitado
blanco.

7.4 Cuantificacion de grupos de metabolitos secundarios

Se realiz6 la cuantificacion solo de aquellos metabolitos secundarios que
fueron identificados en los extractos de Plantago major.

Alcaloides

Para la cuantificacion de alcaloides se wutiliz6 la técnica verde de
bromocresol. La cual consiste en la reacciéon de alcaloides que tienen solamente
un nitrégeno en el interior de su estructura, dando lugar a la formacioén de un
complejo de transferencia de carga (alcaloide-verde de bromocresol) en un pH
de 4.7 con coloracion amarilla que puede ser leida espectrofotométricamente
(Rojas, Jaramillo y Lemus, 2015).

Para realizar la curva de calibracion se utiliz6 una soluciéon estandar de
cafeina (0.1 g/mL). Las absorbancias obtenidas de la curva y de las muestras
se leyeron a 420 nm en un espectrofotometro. Las concentraciones obtenidas
son expresadas como equivalentes de cafeina en mg/mL (Oropeza, 2012).
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Cumarinas

La cuantificacion de cumarinas se lleva a cabo en medio basico, esta técnica
se fundamenta en la estructura del agrupamiento lactonico presente en las
cumarinas, las cuales en medio basico sufren rompimiento del anillo y forman
sales de cadenas abiertas, la adicion de acetato de plomo favorece la
precipitacion de taninos (Carvalho y Seferin, 2004, Rodriguez et al., 2008).

Para realizar la curva de calibracion se utiliz6 una solucion estandar de
umbelliferona (0.1 g de umbelliferona en 5 mL de metanol absoluto llevando a
aforo con 50 mL agua destilada). Las absorbancias y las muestras fueron leidas
a 320 nm en un espectrofotometro UV. Las concentraciones fueron expresadas
como equivalentes de umbelliferona en mg/mL (Bravo y Jiménez, 2011).

Esteroides

Para la cuantificacion de esteroides se emple6 el reactivo de Liberman
Buchard, que identifica estructuras que comparten enlaces dobles conjugados.
Se utiliz6 cloroformo para solubilizar la muestra con el fin de favorecer la
captacion de moléculas de agua, dando lugar a la liberacion de iones de
hidrégeno los cuales catalizan la dimerizacion y la generacion de trioxido de
azufre generando un compuesto coloreado (Figura 21) (Enriquez et al., 2008).

Figura 21. Reaccion de saponina con el reactivo Liberman Buchard. Tomado de
Enriquez et al., 2007.

Para la curva de calibracion se realizé una solucion estandar colesterol (3.8
mg/mL) 10 mM. Las absorbancias de la curva y de las muestras fueron leidas
a 550 nm en un espectrofotometro. Las concentraciones obtenidas son
expresadas como equivalentes de colesterol en mg/mL (Lobato et al., 2008).

Glucoésidos cardiotonicos

La deferminaciéon de glucosidos carditénicos se fundamenta en la presencia
de un anillo lacténico en su estructura. El anillo lacténico le confiere fragilidad
a la molécula, por lo que en soluciones alcalinas se induce la apertura de éste.
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La cuantificacion se llevo a cabo empleando un patron de digoxina de 0.04
mg/mL, se tomaron 5 mL de esta solucién y se anadieron 3 mL de solucion
alcalina de picrato de sodio. En seguida, se incub6é durante 30 minutos y las
absorbancias fueron leidas a 495 nm.

Se realiz6 un unico tubo con la solucion estandar para la elaboracion de la

curva de calibracion. Para determinar la concentracion de glucoésidos
cardiotonicos presentes en los extractos se utilizé la siguiente formula:

Cryy = (Cs)(Aux)
Ast

x FD

Donde

CMx=Cantidad de glucésidos cardiotéonicos en la muestra

CSt=Concentracion del estandar usado en el analisis

AMx=Absorbancia de la muestra

Ast=Absorbancia del estandar

FD=Factor de dilucion de la muestra

Las concentraciones obtenidas fueron expresadas como equivalentes de
digoxina en mg/mL (Abrego y Honles, 2012).

Polifenoles

Su cuantificacion se fundamenta en la oxidacion de los polifenoles con el
reactivo de Folin Ciocalteu, en un pH basico, este reactivo de color amarillo,
oxida los fenolatos reduciendo los acidos del reactivo, dando lugar a un
complejo molibdeno-wolframio de coloracion azul. Los fenoles son oxidados
rapidamente en un medio alcalino, por esta razon el reactivo debe estar
presente en altas concentraciones (Cadahia, 1995).

Para la curva de calibracion se realizé una solucion estandar de acido galico
(0.018 g en 50 mL) 2 mM. La absorbancia fue determinada en un
espectrofotometro a 760 nm. La concentracion de polifenoles fue expresada en
equivalentes de acido galico en mg/mL. (Garcia et al.,, 2011, Martinez et al.,
20159).

Saponinas

Esta técnica se fundamenta en la separacion por hidrolisis acida (anhidrido
acético/ acido sulfurico al 16%) de carbohidratos y del aglicon presentes en la
estructura de la saponina.

Para realizar la curva de calibracion se utilizo como solucion estandar
sapogenina (20 mg/mlL). Las absorbancias se leyeron a 485 nm en un
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espectrofotometro. Las concentraciones de saponinas fueron expresadas en
equivalentes de sapogenina en mg/mL (Ramos, Paz y Ortiz, 2014).

Taninos

En la cuantificacion de taninos se emple6é un método indirecto, utilizando
una solucion estanadar de acido tanico (0.1 mg/ mL) (Dardon y Duran, 2011).

Método Folin Ciocalteu, se fundamenta en la oxidacion de los fenoles en
medio basico, mezcla de complejos de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico
presentando una coloracion azul caracteristica, que puede ser detectada
espectrofotométricamente. Este método determina la totalidad de los grupos
fenolicos libres y la totalidad de fenoles solubles como: taninos hidrolizables y
taninos condensados (Dardon y Duran, 2011). El método no discrimina entre
taninos y compuestos fenolicos diferentes a los taninos u otras moléculas
facilmente oxidantes. La polivinilpirrolidona (PVPP) al ser un polimero insoluble
en medio acuoso enlaza a todos los taninos dejando en solucién los fenoles que
no son taninos. Una vez obtenida la concentracion de polifenoles se le resta la
concentracion de fenoles simples, la concentracion de los taninos se obtiene
por diferencia de concentracion de fenoles totales (Dardon y Duran, 2011).

Las absorbancias fueron leidas en un espectrofotometro a 725 nm.

Se calcularon las concentraciones de fenoles totales expresada en mg/mL de
acido tanico y las concentraciones de taninos fueron expresadas como
equivalentes de acido tanico en mg/mkL.

7.4 Diseno experimental

Se trabajo con un lote de 60 ratones hembras de la cepa CD;, del bioterio
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, los cuales se mantuvieron ad
libitum. De esta forma los procedimientos de experimentacion fueron
desarrollados bajo la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999
(Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales
de laboratorio).

7.4.1 Induccion de carcinoma

Se utilizaron 60 ratones hembras con una edad de 2 meses. Divididos en 10
grupos con 6 ratones cada grupo, de los cuales 24 fueron inducidos con DMBA
durante un periodo de 90 dias. El DMBA fue administrado via oral durante 3
meses, en una Unica dosis de 5 mg/ 55 g de peso raton, diluido en aceite de
olivo (Cuadro 6 y Figura 22). Se realizaron observaciones diariamente y
palpaciones en todo el raton cada 8 dias, registrando la aparicién de tumores.
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Cuadro 6. Diseno experimental.

Grupo 1 Control negativo
Animales sin induccion de cancer, ni tratamiento.
Grupo 2 Vehiculo

Se les administré via oral una dosis Gnica de 50 pL de aceite de
olivo, el mismo dia de induccion de cancer.

Grupo 3 Extracto flor acuoso
Se les administr6 diariamente via oral 25 pL del extracto acuoso
de flor a una concentracion de 0.24x10-5 g durante 15 dias.

Grupo 4 Extracto hoja acuoso
Se les administro diariamente via oral 25 pL del extracto acuoso
de hoja a una concentracion de 0.56x10-5 g durante dias.

Grupo 5 Extracto raiz acuoso
Se les administré diariamente via oral 25 puL del extracto acuoso
de raiz a una concentracion de 0.61x10-5durante 15 dias.

Grupo 6 Extracto hoja hidroalcohoélico
Se les administro diariamente via oral 25 pL del extracto
hidroalcohdlico de hoja a una concentracion de 0.60x105 g
durante 15 dias.

Grupo 7 Control positivo
Se les administré por Unica vez una dosis de 2.9 mg de DMBA
diluido en 50 L de aceite de olivo.

Grupo 8 Se les administré6 por unica vez 50 pL de DMBA a una
concentracion de 3.09 mg diluido en aceite de olivo,
posteriormente de 14 semanas, fueron tratados diariamente con
extracto acuoso de hoja a una concentracion de 0.56x10-5g en 25
pL durante 15 dias.

Grupo 9 Se les administr6 por una unica vez 50 pL de DMBA a una
concentracion de 3.18 mg diluido en aceite de olivo,
posteriormente de 14 semanas, fueron tratados diariamente con
extracto acuoso de raiz a una concentracion de 0.61x10-5g en 25
pL, durante 15 dias.

Grupo 10 Se les administré por una unica vez 50 pL de DMBA a una
concentracion de 3.36 mg diluido en aceite de olivo,
posteriormente de 14 semanas, fueron tratados diariamente con
extracto hidroalcohdlico de hoja a wuna concentracion de
0.60x10-5g en 25 pL durante 15 dias.
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Figura 22. Induccion de cancer con DMBA en ratones CD;.

7.4.2 Tratamiento con extractos Plantago major en ratones

Concluido el tiempo de induccion de cancer de mama con DMBA fueron
tratados con los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Plantago major (Figura
23). El tratamiento se administré diariamente via oral considerando la dosis
empleada por la comunidad (5 g en 1 litro) durante 15 dias ver cuadro 6.

Crecimiento anormal
de tejido

Figura 23. Administracion del tratamiento con los extractos de Plantago major.
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7.5 Obtencion de plasma y homogenado de higado

Después de las 14 semanas (90 dias) de induccioén, los diez grupos de
animales fueron sacrificados por decapitacion, la sangre obtenida de cada raton
se guardo en tubos vacutainer con EDTA, estos fueron centrifugados a 3500
rpm durante 15 minutos y posteriormente, se separo el plasma el cual se
preservo en hielo seco hasta el momento de su analisis.

Para la obtencion del homogenado de higado, se extrajo el higado de los
ratones estos se colocaron en cajas petri por separado con solucion fisiologica,
en seguida se perfundieron con solucion salina al 0.09 %. Posteriormente en
morteros de porcelana fueron macerados con buffer (TRIS/pH 7.5) en una
relacion de 20 g de higado por 100 mL de buffer (Figura 24). Por ultimo, se
filtraron y en seguida se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, el
sobrenadante fue preservado en hielo seco hasta el momento de su analisis.

Figura 24. Macerado de higado en buffer (TRIS)

El plasma y homogenado de higado fueron utilizados para la cuantificacion
de proteinas y evaluacion de marcadores de estrés oxidante (6xido nitrico,
lipoperoxidacion lipidica y catalasa.

7.5.1 Extirpacion de tumores
Los ratones fueron examinados detenidamente, localizando masas

anormales los cuales fueron extirpados, para ser medidos y posteriormente
pesados, almacenandolos en solucion formol al 10 %.
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7.6 Cuantificacion de proteina en plasma e higado

El Método Biuret permite determinar la presencia de proteina en una mezcla,
mediante la formaciéon de un complejo estable entre proteina y cobre. Este
complejo presenta un color violeta caracteristico que se puede observar a 310
y 540-560 nm, debido a la coordinacion de un atomo de cobre con 4 atomos de
nitrégeno. EIl método se fundamenta en la desprotonacion de los grupos amida
para formar enlaces con el cobre (II) o por el establecimiento de un enlace entre
el metal y los pares de electrones libres de los atomos de oxigeno y nitrogeno
del péptido (Figura 25) (Fernandez y Galvan, s/a).

o] R H o] 0
NS
I L s New 7
C C N f N N
N | e S . 7
h‘: H ﬁ (I: — t QY — Cu
H 0 R C/ N N\c
o” o
Aminoacidos + Biuret » Color violeta

Figura 25. Reaccion de Biuret con el péptido. Tomado de Sanchez et al., 2014.

Se realizo una curva de calibracion utilizando un patron de albumina (10
mg/mL). En seguida se les incorporo 4 mL de reactivo Biuret estos fueron
guardadas en total oscuridad durante 20 minutos. Posteriormente se leyeron
en un espectrofotometro a 545 nm. Las muestras fueron tratadas de la misma
forma que la curva (Figura 26).

Figura 26. Curva de proteina, método de Biuret.
La concentracion de proteinas por el Método de Biuret fue utilizada para

registrar la concentracion final de los marcadores de estrés oxidante por
mg/mL de proteina.
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7.7 Evaluacion de marcadores de estrés oxidante

Cuantificacion de nitritos en plasma y homogenado de higado

7.7.1 Oxido Nitrico (NO)

Cuando existe una produccion sostenida de NO debido a factores como
activaciéon de macréfagos o por la NOSmt (Sintetasa Oxido Nitrico mitocondrial)
y la produccion de Oz¢- generado por la mitocondria. Esta formacion simultanea
de hidroxilo y o6xido nitrico produce peroxinitrito, un agente nitrante y un
oxidante altamente fuerte capaz de inhibir importantes enzimas y afectar la
integridad mitocondrial reaccionando con grupos —SH de residuos de cisteina
(s-nitrosilacion) y grupos —OH de residuos de tirosina (nitracion) (Saavedra et
al., 2004, Turrens, 2003,). La generacion de peroxinitrito es descompuesta
rapidamente en diferentes moléculas como el radical hidroxilo, nitratos y
nitritos (Clapés et al., 2012). La cuantificacion de oxido nitrico es dificil en
medios biologicos ya que su vida media es corta (6 a 10 segundos) y sus
concentraciones son bajas, debido a esto, son detectados por reaccion
colorimétrica cuantificando sus metabolitos estables: nitrito (NO2) y nitrato
(NO3) (Adarmes et al., 2009).

Se emple6é El método Griess; para la deteccion especifica de nitrito y no
nitrato. La reaccion de Griess se fundamenta en la formacion de un cromoforo
por la reaccion de sulfinilamida con nitrato en medio acido, seguido de un
acoplamiento con aminas biciclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina
dihidrocloruro (Adarmes et al., 2009).

Se realizo una curva de calibracion de nitrito de sodio NaNO2 1 mM. En
seguida se adiciono 1 mL de solucién de sulfanilamida dejando en reposo 5
minutos, posteriormente se anadioé 1 mL de solucion NED, por segunda ocasion
se dejaron en reposo durante 5 minutos, la absorbencia fue leida a 540 nm
(Adarmes et al., 2009). Las muestras de sangre y homogenado de higado fueron
tratadas igual que la curva patréon (Figura 27).

i

Figura 27. Curva de nitritos, método de Griess.
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Cuantificacion de catalasa en plasma e higado

7.7.2 Catalasa

Los electrones que se escapan en la cadena respiratoria dan origen al Oze- el
cual puede sufrir una dismutaciéon formando asi el peréxido de hidrogeno
(Delgado et al., 2010), causantes de graves danos. La enzima catalasa aumenta
la velocidad de descomposicion de estas sustancias (Aguilar y Duran, 2011),
basandose en la propiedad catalitica, esta enzima rompe la dismutacion del
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno evitando la formacion de especies
reactivas de oxigeno (Figura 28) (Diaz, 2003).

2 H202 ——— H-0 + 02
Figura 28. Descomposicion del peroxido de hidrogeno.

Método de Chance y Machley. Este método se fundamenta en el principio de
la enzima, la cual se determina a través de la descomposicion del H202
utilizando un espectro UV (Aebi, 1984). Se colocaron 3 mL de sustrato en una
celda de cuarzo, con una micropipeta se anadié 25 pL de muestra, en seguida
se colocaron en un espectrofotémetro UV.

Para calcular la actividad de la catalasa se utilizé la ecuacion:

UCAT/mL= ((AA240/€) (FD de la reaccion)) / mg/mL de proteina

Donde:

€ es el coeficiente de extincion molar del H202 a 240 nm (37.36 pmol-! mL Abs)
y FD es el factor de dilucion. Entre la concentracion de proteina de cada
muestra (Método de Biuret).

Cuantificacion de malondialdehido en plasma e higado
7.7.3 Lipoperoxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es resultado del danno que se ha generado en la
membrana celular como consecuencia del ataque de radicales libres a los
acidos grasos poli-insaturados de fosfolipidos que componen la membrana
celular, derivando una reaccién en cadena que se inicia por la abstracciéon del
hidrégeno o por la adicion de un radical de oxigeno de un grupo metileno de un
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acido graso poli-instaturado, formando hidroperoxidos que son degradados
rapidamente, estos hidroperoxidos dan como resultado a los aldehidos los
cuales tienen una alta reactividad con moléculas como las proteinas y el ADN.
Uno de estos aldehidos generados es el malondialdehido (CHO-CH2-CHO) MDA.
(Pérez y Pérez, 2000, Repetto et al., 2012). En el tltimo estado de peroxidacion,
los peroxidos son descompuestos a aldehidos como el malondialdehido, que es
un cetoaldehido fisiolégico producto de la descomposicion de lipidos
insaturados del metabolismo del acido araquidonico.

El MDA es detectado por reaccion colorimétrica con acido tiobarbiturico
(Manoén et al., 2016). Este método TBARS, implica la conversion oxidativa de
acidos grasos insaturados (hidroperoxidacion o lipoperoxidos). La
lipoperoxidacion es medida mediante la produccion de malondialdehido, que al
reaccionar con el acido tiobarbiturico forma un complejo coloreado que se lee a
535 nm (Arroyo et al., 2010). Para obtener la concentracion final se empleo el
coeficiente de extincion molar del malondialdehido, utilizando la ecuacion:

C=As32/EP

Donde:

€ es el coeficiente de extincion molar del MDA a 532 nm (155 Mm-1 cm-1) y P
es el grosor de la fotocelda (1 cm).

8. Analisis estadistico ANOVA

Los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico con un nivel de
confianza de p>0.05 utilizando el programa IBM® SPSS® Statistics (Statistical
Package for the Social Sciences), version 25. Los datos se analizaron de la
siguiente forma. Se formaron diez grupos con 6 datos cada uno. El grupo 1,
control negativo (sin ningun tratamiento), grupo 2 (vehiculo), grupo 3
tratamiento con extracto acuoso de flor, grupo 4 tratamiento con extracto
acuoso de hoja, grupo 5 tratamiento con extracto acuoso de raiz, grupo 6
tratamiento con extracto hidroalcohodlico de hoja, grupo 7 (control positivo)
induccién con DMBA, grupo 8 inducido y tratado con extracto acuoso de hoja,
grupo 9 inducido y tratado con extracto acuoso de raiz y grupo 10 inducido y
tratado con extracto hidroalcohdlico de hoja, todos estos con respecto a la
concentracion de proteinas, catalasa, 6xido nitrico, lipoperoxidacion lipidica,
por separado. Para definir el procedimiento estadistico de analisis de varianza
sea paramétrico o no paramétrico, se procediéo a analizar la normalidad y
homocedasticidad de los datos en cada uno de los diez grupos. Para finalmente
definir como hip6étesis nula la no existencia de diferencia significativa en cuanto
al comportamiento promedio o de mediana entre los diez grupos.
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Complementariamente, se aplicaron diagramas de caja a cada grupo para
visualizar espacialmente el comportamiento de los datos.

9. Resultados
9.1 Informacion etnobotanica

La Comunidad de Limo6n Chiquito tiene una densidad poblacional de 958
habitantes, de ellas se seleccionaron 25 para aplicarles la entrevista
etnobotanica (curanderos), 20 del género femenino y 5 del género masculino,
con un rango de edad de los 27 a los 70 anos.

Para realizar el estudio de Plantago major se tomaron puntos especificos de
las entrevistas como uso medicinal, estructura de la planta comunmente
utilizada, dosis que se utiliza, observaciones durante su uso y, por ultimo, si
presenta efectos adversos durante o posterior a su uso (Cuadro 7).

Cuadro 7. Registro de informaciéon etnobotanica de Plantago major.

Estructura de la planta Hoja

comiunmente utilizada

Uso Tratamiento anticancerigeno, heridas, diabetes,
rifones, colicos (menstruacion), inflamaciéon y
dolor estomacal.

Dosis utilizada 5 gramos en 1 litro de agua

Forma de empleo Cocimiento (té), agua de tiempo y cataplasma

Tiempo de tratamiento 15 dias o hasta total alivio (1 mes)

Como resultado de las 25 entrevistas realizadas, la estructura comtinmente
utilizada es la hoja, sin embargo, solo en 2 de las entrevistas refieren que, si
hay presencia de tallo y de flor también es util para tratar afecciones, mientras
que los frutos y la raiz no son utilizados por las personas.

La forma de administrar Plantago major es en té para tratar malestares como
son dolor estomacal, inflamacion estomacal, menstruacién y cancer, como agua
de tiempo en afecciones como: rifiones y diabetes, y en forma de cataplasma
sobre heridas (Figura 29).

La dosis fue seleccionada acorde a las entrevistas etnobotanicas que refieren
un punado de hojas de Plantago major, empleando 5 g de hoja en 1 L de agua.
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El tiempo de tratamiento es durante 15 dias o mas, hasta curar la afeccién (1
mes), no se reportan efectos secundarios durante o después de su uso.

Heridas Ca;;l;zade
20%
Cocimiento (té) 1 14%
Agua de tiempo 9
Cataplasma 3
Dolor
Diabetes estonzacal
9% 17%
Rinones '
o,
11% Inflamacion
estomacal
Menslt;'uo/acién 12%
(o]

Figura 29. Uso medicinal de Plantago major para tratar diferentes afecciones.

9.1.2 Obtencion de extractos de Plantago major

Los extractos secos de cada una de las estructuras de la planta se prepararon
utilizando el material vegetal y el solvente en una proporcion 1/10. (Nota solo
cuando el material vegetal fue insuficiente se cambi6 esta relacién) cuadro 8 y
9.

Cuadro 8. Gramos utilizados de Plantago major en extractos acuosos.

Flor 30 300
Hoja 100 1000
Raiz 20 500

Cuadro 9. Gramos utilizados de Plantago major en extractos hidroalcohélicos.

Hoja 100 750:250
Raiz 20 375:125
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De acuerdo a la cantidad de material vegetal utilizado para ambos extractos

acuosos e hidroalcoholicos, el rendimiento obtenido se calculé con la siguiente
ecuacion:

Rendimiento (%) = P (100) / m

Donde P; es el peso de extracto seco final (g) y m es el peso del material
vegetal al inicio (g) (Tolosa y Canizares, 2002).

En el cuadro 10 se muestra el rendimiento de cada extracto y en la figura
30 la coloracion inicial de todas las muestras.

Cuadro 10. Rendimiento de los extractos acuosos e hidroalcohodlicos de Plantago

major.

Flor 0.780 %

Hoja 8.964 %

Raiz 1.9545 %
Extracto hidroalcohélico

Hoja 9.6765 %

Raiz 3.452 %

Figura 30. Color de los extractos acuosos e hidroalcohodlicos de Plantago
major. 1. Flor acuoso, 2. Hoja acuoso, 3. Hoja hidroalcohoélico, 4. Raiz acuso
y 5. Raiz hidroalcohélico.
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9.1.3 Cuantificacion de aziicares totales de Plantago major

En la cuantificacion de azucares totales, la mayor concentraciéon se obtuvo
en el extracto de acuoso de raiz con 78.932 ug, con una concentracion de
58.651 ug el extracto hidroalcoholico de hoja, con una concentracion de 39.213
ug el extracto acuso de hoja, con una concentracion de 22.808 ug el extracto
hidroalcohodlico de raiz y la menor concentracion de azucares totales fue para
el extracto acuoso de hoja con 20.561 ug (Figura 31).

Concentracion de azucares totales
80

70
60
50
40
30

20

Concentraciéon pg/ml de glucosa

10

Flor acuoso Hoja acuoso Raiz acuoso Hoja Raiz
hidroalcohdlico hidroalcohélico

Figura 31. Concentracion de azucares totales en los extractos de Plantago
major.

9.4 Identificacion y cuantificacion de grupos de metabolitos secundarios
en extractos de Plantago major

El estudio fitoquimico demostré6 que los extractos acuosos presentaron
metabolitos secundarios como alcaloides, cumarinas, glucésidos cardioténicos,
polifenoles, esteroides y saponinas. Sin embargo, no hubo presencia de
flavonoides (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Identificacion de metabolitos secundarios en extractos acuosos de

Plantago major.

Alcaloides

Cumarinas

Flavonoides

Glucosidos
cardiotonicos

Polifenoles

Saponinas
Esteroides

Taninos

Mayer

Dragenforff
Wagner

Hidroéxido de
Sodio
Shinoda

Baljet

Keller -Killiani

Reactivo Folin
Ciocalteau
Espuma

Liberman

Gelatina-sal

++

++

++

++

++

+++

+

++

+

++

+++

++

++

++

+++

++

+

Presencia abundante +++, presencia moderada ++, presencia poca + y ausencia --

El analisis de los extractos hidroalcohodlicos arrojé la presencia alcaloides,
cumarinas, glucésidos cardiotonicos, polifenoles, saponinas y esteroides, no
presentaron taninos. Sin embargo,

tanto en extractos acuosos como
hidroalcohoélicos no hubo presencia de flavonoides (Cuadro 12).

Los extractos acuosos de Plantago major presentaron mayor arrastre de
metabolitos secundarios que los extractos hidroalcohdlicos.
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Cuadro 12. Identificacion de metabolitos secundarios en extractos
hidroalcoholicos de Plantago major.

Mayer - +
Alcaloides Dragenforff ++ +

Wagner == +
Cumarinas Hidroxido de Sodio + ++
Flavonoides Shinoda — -
Glucosidos Baljet +++ +
cardiotonicos

Keller -Killiani +++ +
Polifenoles Reactivo Folin +++ --

Ciocalteau
Saponinas Espuma + ++
Esteroides Liberman +++ ++
Taninos Gelatina-sal = -

Presencia abundante +++, presencia moderada ++, presencia poca + y ausencia

Las identificaciones de los grupos de metabolitos secundarios fueron
realizadas utilizando diferentes ensayos.

Alcaloides

En la figura 32 se observa un precipitado color crema-blanco que indica la
presencia de alcaloides.

" / X - ad

v

F.A H.A H.H R.A R.H

Figura 32. Alcaloides, prueba de Meyer ler técnica. F.A flor acuoso, H.A hoja
acuoso, H.H hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohoélico.
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En la figura 33 se observa un precipitado color naranja-rojizo, que indica la
presencia de alcaloides.

/

F.A H. A H. H R. A R.H

Figura 33. Alcaloides, prueba de Wagner 2da técnica. F.A flor acuoso, H.A hoja
acuoso, H.H hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohdlico.

En la figura 34 se observa un precipitado naranja-rojizo, que indica la presencia
de alcaloides.

F. A H. A H. H R. A R.H

Figura 34. Alcaloides, prueba de Dragendorff 3ra técnica. F.A flor acuoso, H.A hoja
acuoso, H.H hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohélico.
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Cumarinas

En la figura 35 la prueba es positiva si al acidular la muestra, la coloracion
amarilla desaparece.

F. A H. A H. H R.A R.H

Figura 35. Cumarinas, reaccion de hidréxido de sodio. F.A flor acuoso, H.A hoja
acuoso, H.H hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohélico.

Flavonoides

En la figura 36 no se observa cambio de color, dando negativa la prueba de
flavonoides.

Figura 36. Flavonoides, reaccion Shinoda. F.A flor acuoso, H.A hoja acuoso, H.H
hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohdlico.

Eyra Gabriela Salinas Arreortua Pag. 57


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiQ0fHjjYndAhVK-qwKHaRdAssQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Universidad_Nacional_Aut%C3%B3noma_de_M%C3%A9xico&psig=AOvVaw3cYCyflYGDsLnOpDoo5l6r&ust=1535317566245264
https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjWiITVjYndAhUJUa0KHa0CD8gQjRx6BAgBEAU&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Facultad_de_Estudios_Superiores_Zaragoza&psig=AOvVaw3WNy9ou1s_OICNdxgPVwQZ&ust=1535317526180125

Respuesta antioxidante de Plantago major L. en un modelo de cancer

Glucoésidos cardiotonicos

En la figura 37 la prueba es positiva si existe la coloracion de verde o café pardo.

F. A H. A H. H R.A R.H

Figura 37. Glucésidos cardiotonicos, prueba Keller-killiani. F.A flor acuoso, H.A
hoja acuoso, H.H hoja hidroalcohoélico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohélico.

En la figura 38 se observa precipitado color rojo-naranja, por lo que se
considera positiva la presencia de glucésidos cardiotonicos.

Figura 38. Glucosidos cardiotonicos, prueba Baljet. F.A flor acuoso, H.A hoja
acuoso, H.H hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohdlico.
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Polifenoles

En la figura 39 se observa coloracion azul turquesa, por lo que se considera
presencia de polifenoles.

F. A H. A H. H R. A R.H

Figura 39. Polifenoles, reactivo Folin-Ciocalteu. F.A flor acuoso, H.A hoja acuoso,
H.H hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcoholico.

Saponinas

En la figura 40 se observa espuma estable, otorgando la presencia de saponinas

F. A H. A H. H R. A R.H

Figura 40. Saponinas, prueba de espuma. F.A flor acuoso, H.A hoja acuoso, H.H
hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohélico.
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Esteroides

En la figura 41 se observa una coloracion azul- verde indicando la presencia
del nucleo esteroideo.

Figura 41. Saponinas, reactivo Liberman Burchard. F.A flor acuoso, H.A hoja
acuoso, H.H hoja hidroalcohdlico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohélico.

Taninos

En la figura 42 se observa una un precipitado color blanco indicando la
presencia de taninos.

Figura 42. Taninos, prueba gelatina-sal. F.A flor acuoso, H.A hoja acuoso, H.H
hoja hidroalcohélico, R.A raiz acuoso y R.H raiz hidroalcohélico.
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Cada grupo de metabolito secundario identificado en los extractos acuosos
e hidroalcohodlicos de Plantago major fueron cuantificados. Para llevar a cabo la
cuantificacion se preparé una solucion de 0.01 g/mL del extracto seco en agua,
utilizando diferentes cantidades para cada ensayo.

En el cuadro 13 se muestran las concentraciones expresadas en (ug/mlL) de
cada metabolito secundario en cada extracto.

Alcaloides 85.261 55.758 91.216 78.495 88.239
(cafeina)

Cumarinas 7.629 2.543 3.000 3.236 3.236
(umbelliferona)

Esteroides 317.05 438.84 1902.74 1707.44 2707.70

(colesterol)

Glucésidos 7.280 9.360 9.430 9.230 10.08

cardiotonicos

(digoxina)

Polifenoles 15.417 11.548 11.646 17.607 8.7318

(acido galico)

Saponinas 6.122 8.571 5.969 11.581 10.357

(sapogenina)

Taninos 332.115 376.397 154.987 | --—-—-- | -

(acido tanico)

Cuadro 13. Concentraciones expresadas en ug/mL de metabolitos secundarios en
extractos de Plantago major.
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Las cuantificaciones de los metabolitos secundarios fueron realizadas
utilizando diferentes métodos, la figura 43 muestra el cambio de coloracion que
obtuvo cada extracto de Plantago major.

Los tubos de ensayo estan colocados en la siguiente forma: F.A (flor acuoso),

H.A (hoja acuoso), H.H (hoja hidroalcohdlico), R.A (raiz acuoso) y R.H (raiz
hidroalcohoélico).

Alcaloides

F. A H. A H. H R. A R.H
Cumarinas

F. A H. A H. H R. A R.H
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Glucoésidos cardiotonicos

F. A H. A H. H R. A R.H
Polifenoles

F. A H. A H. H R. A R.H
Saponinas

F. A H. A H. H R. A R.H
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Esteroides

F. A H. A H. H R. A R.H
Taninos

F. A H. A H. H R. A R.H

Figura 43. Cuantificacion de metabolitos secundarios en extractos acuosos e
hidroalcohodlicos de Plantago major.
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En la figura 44 se muestra la distribucion y concentracion de metabolitos

secundarios en diferentes estructuras de Plantago major.

Plantago major L.

Flor acuoso

Taninos 333.115 uL
Esteroides 317.05 uL
Alcaloides 85.261 uL
Polifenoles 15.417 uL
Cumarinas 7.629 uL
Glucésidos 7.280 uL
cardiotonicos
Saponinas 6.122 uL
Flavonoides -

/

Raiz acuoso

Esteroides 1707.44 uL
Alcaloides 78.945 uL
Polifenoles 17.607 uL
Saponinas 11.581 uL
Glucésidos 9.230 uL
cardiotonicos

Cumarinas 3.236 uL
Taninos -
Flavonoides -

/

Hoja acuoso

Esteroides 438.84 uL
Taninos 376.397 uL
Alcaloides 55.758 uL
Polifenoles 11.548 uL
Glucoésidos 9.360 uL
cardiotonicos

Saponinas 8.571 uL
Cumarinas 2.543 uL
Flavonoides -—-

Hoja hidroalcohélico

Esteroides 1902.74 uL
Taninos 154.987 uL
Alcaloides 91.216 uL
Polifenoles 11.646 pL
Glucoésidos 9.430 pL
cardiotonicos

Saponinas 5.969 uL
Cumarinas 3.000 uL
Flavonoides -

Raiz hidroalcohdlico
Esteroides 2707.70 uL
Alcaloides 88.239 uL
Saponinas 10.357 uL
Glucoésidos 10.08 uL
cardiotonicos

Polifenoles 8.7318 uL
Cumarinas 3.236 uL
Taninos ---
Flavonoides -

Figura 44. Metabolitos secundarios presentes en Plantago major.
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9.5 Ganancia promedio de peso

El crecimiento de los animales de experimentacion se evaluoé mediante el
peso corporal, realizando el pesaje de los ratones diariamente. Los datos se
obtuvieron a partir del peso promedio de la semana 0-16.

De la semana 0-14 se realiz6 la induccion con DMBA y de la 15-16 se aplico
el tratamiento con extractos Plantago major.

En la figura 45 se observa una diferencia en peso de 5.5 gramos del control
positivo (tratado con DMBA) respecto al control negativo.

Peso promedio de ratones

N
[0)]

N
(@)

w
ul

w
o

Control

Ganancia de peso (g)
N
Ul

DMBA

N
o

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Semana

Figura 45. Peso promedio de ratones. Control positivo
(DMBA) y control negativo.

El grupo inducido con DMBA y tratado con extracto hidroalcohdlico de hoja
manifest6 la mayor ganancia en peso de todos los grupos (Figura 46).

En los grupos inducidos con DMBA y tratados con los distintos extractos (grupo
8, 9 y 10) se observo ganancia en peso, respecto al control positivo, lo que se
atribuye al crecimiento anormal de tejido observado (Figura 46).
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Peso promedio en ratones
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=@=Control =o=DMBA DMBA + H. acu

DMBA + R. acu DMBA + H. hid

Figura 46. Relacion de peso en ratones con diferentes tratamientos. Control
negativo, control positivo (DMBA), grupos inducidos con DMBA y tratados con
extractos de Plantago major. (H. acu: Hoja acuoso, R. acu: raiz acuoso y H. hid:
hoja hidroalcohélico).

El grupo con DMBA y tratamiento con extracto acuoso de hoja present6 una
ganancia en peso de 3.5 g, al diseccionar los ratones se observo la formacion
de tumores, uno de ellos situado en la mama superior izquierda (iniciacién del
cuello), midi6 1.9 cm y peso 2 g, presentando tejido graso alrededor de su
localizacion (Figura 47).

Figura 47. Crecimiento de tejido en ratén inducido con DMBA y tratado con
extracto acuoso de hoja.
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El grupo con DMBA y tratamiento con extracto acuoso de raiz mostré un
aumento de peso promedio de 2.7 g, en este grupo solo un raton presento un
crecimiento de tejido que a simple vista era palpable, localizandose en la tltima
mama inferior izquierda con un peso de 2.38 g y una longitud de 2.5 cm. Al
momento de la diseccion, hubo presencia de tejido graso alrededor y de manera
notoria, angiogénesis (Figura 48).

Figura 48. Crecimiento de tejido en ratéon inducido con DMBA y tratado con
extracto acuoso de raiz.
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El grupo con DMBA y tratamiento con extracto hidroalcohodlico de hoja
presento una ganancia en peso de 3.0 g. Se observa en uno de los ratones
crecimiento de tejido en la primer mama superior izquierda, de 2 cm de longitud
y peso de 2.9 g, palpable y evidente a simple vista, al momento de extirparlo se
observdo poca presencia de tejido graso y vascularizacion en todo el tumor
(Figura 49).

(“\

Figura 49. Crecimiento de tejido en ratéon inducido con DMBA y tratado con
hidroalcoholico de hoja (1ro).
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Otro raton del grupo con DMBA y tratamiento hidroalcohdlico de hoja presento
crecimiento de tejido evidente a simple vista por el gran tamano, esta masa se
localiz6 en la primer mama de la parte superior de lado izquierdo, con una
longitud de 3.7 cm y un peso de 9.3 g, al momento de la diseccién, hubo
abundante tejido graso y posible angiogénesis (Figura 50).

Figura 50. Crecimiento de tejido en ratéon inducido con DMBA y tratado con
hidroalcohdlico de hoja (2do).
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Un tercer raton de este grupo con DMBA y tratamiento hidroalcoholico de hoja
presento crecimiento de tejido de gran tamano localizado en la parte inferior
(Gltima mama izquierda)), con un peso de 10 g y una longitud de 4 cm
acompanado de abundante tejido graso y vascularizacion (Figura 51).

Figura 51. Crecimiento de tejido en ratéon inducido con DMBA y tratado con

hidroalcohélico de hoja (3er).

9.6 Evaluacion de marcadores de estrés oxidante

Cuantificacion de nitritos en plasma y homogenado de higado

La concentracion de nitritos en plasma mostré significancia estadistica
(p>0.05) para dos de los grupos (flor acuoso y hoja hidroalcohdlico) con respecto
al grupo inducido con DMBA. Sin embargo, se observa que los grupos inducidos
con DMBA y tratados con el extracto acuoso de hoja, seguido por el grupo
tratado con extracto acuoso de raiz y, por ultimo, el grupo tratado con extracto
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hidroalcoholico de hoja muestran una concentracion baja de nitritos (Figura
52).
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Figura 52. Cuantificacion de nitritos en plasma. Concentracion en mM/mg sobre
concentracion de proteina.

El analisis de nitritos en homogenado de higado fue estadisticamente
significativo (p>0.05) para dos de los grupos. El grupo con tratamiento acuoso
de raiz sin inductor (DMBA) y grupo con DMBA y trataminto acuoso de hoja.
Por otra parte, se puede observar que los grupos que solo tienen tratamiento
(sin induccién con DMBA) acuoso de flor, acuoso de hoja, e hidroalcohdlico de
hoja muestran una concentracion alta de nitritos, siendo hoja hidroalcohdlico,
el grupo con tratamiento que presenta una mayor concentracion de nitritos,
con respecto al grupo inducido con DMBA (Figura 53).
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Figura 53. Concentracion de nitritos en homogenado de higado. Concentraciéon en
mM /mg sobre concentracion de proteina.

Actividad de la enzima catalasa en plasma y homogenado de higado

Las concentraciones de catalasa en plasma arrojan significancia estadistica
(p>0.05) para tres de los grupos, el grupo con tratamiento acuoso de hoja, el
grupo tratado con acuoso de raiz y el grupo con DMBA y tratamiento acuoso de
hoja con respecto al grupo positivo (DMBA).

Por el contrario, el analisis muestra que el grupo inducido (DMBA) y tratado
con hidroalcoholico de hoja presento una concentracion alta de la actividad de
catalasa, mientras que el grupo con DMBA y tratado con acuoso de raiz
mantuvo los niveles similares respecto al control positivo, ambos grupos no
presentaron significancia estadistica (Figura 54).
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Figura 54. Concentracion de la actividad de la catalasa en plasma. Actividad
enzimatica en UCAT/mg sobre concentracion de proteina.
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La figura 55, muestra la concentracion de la catalasa en homogenado de
higado, se observa que solo dos grupos son estadisticamente significativos
(p>0.05) con respecto al control positivo (DMBA), el grupo tratado con extracto
hidroalcohélico de hoja y el grupo con DMBA y tratado con acuoso de hoja.

Los grupos con DMBA y tratamiento de extracto acuoso de hoja, acuoso de
raiz e hidroalcoholico de hoja muestran una concentracion moderadamente alta
con respecto al control positivo.
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Figura 55. Actividad de catalasa en homogenado de higado. Actividad enzimatica
en UCAT/mg sobre concentracién de proteina.
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Cuantificacion de malondialdehido (MDA) en plasma y homogenado de higado

El analisis en plasma solo mostro diferencia estadistica (p>0.05) para el
grupo con tratamiento acuoso de raiz, se observa que los grupos con DMBA y
tratamiento acuoso de hoja, acuoso de raiz e hidroalcohdlico de hoja, muestran
una concentracion alta de malondialdehido con respecto al control positivo
(DMBA) (Figura 56).
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Figura 56. Cuantificacion de molondialdehido en plasma. Concentracion en uMol-
1/mg sobre concentracion de proteina.
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Los resultados obtenidos en la cuantificacion de malondialdehido en
homogenado de higado no fueron estadisticamente significativos para ninguno
de los grupos. Sin embargo, los grupos inducidos con DMBA y tratados con
extracto acuoso de raiz e hidroalcoholico de hoja muestran una concentracion
a la baja de malondialdehido con respecto al control positivo (DMBA) (Figura
57).

5.0000E-6

4. 0000E-&

3.0000E-6

2.0000E-6 .

mg/ml de proteina

1.0000E-&

Concentracion de MDA en
homogenado de higado pMol-1/

Hi
HE-—
—il

0.0000EQ

(943U
omnaIyap

osonIe J0Td

ogonde eloy

OSONJIE ZEex
oonoyooeospiy eloh
vamna

osonoe eloy + wvgmnag
osonoe zmel + YgNJd

0d119yooTe0IpIY Bloy + YANG

Figura 57. Concentraciones de malondialdehido en homogenado de higado.
Concentracion en uMol-1/mg sobre concentracion de proteina.
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10. Discusion

Hoy en dia el uso de las plantas tiene un papel importante en la medicina
alternativa, existen diversos géneros de plantas que contienen compuestos
quimicos que les confieren multiples efectos farmacolégicos. Diversos estudios
han reportado el uso terapéutico de la familia Plantaginaceae (Goncalves y
Romano, 2016). Samuelsen (2000) documenté el uso de Plantago major en
diversos padecimientos como son enfermedades de la piel, en o6rganos
digestivos y respiratorios, problemas de circulacion y reproduccion, aliviar
dolores y contra el cancer. La medicina tradicional de la UNAM 2017, reporta
el uso de Plantago major para tratar estas mismas enfermedades y otras mas
como padecimientos oculares, cicatrizante de heridas, afecciones respiratorias,
detencion de hemorragias, actividad antiinflamatoria y contra el cancer, esta
ultima reportada en solo dos estados de México, Puebla y Veracruz.

Acorde a estos reportes, nosotros encontramos que el uso etnobotanico de
Plantago major realizado en la comunidad de Limé6n Chiquito, Veracruz, es para
tratar sintomas menstruales, inflamacion estomacal, dolor estomacal, heridas
(inflamacién o cicatrizacién), rinones, diabetes y cancer de mama. De acuerdo
a lo indicado por las entrevistas, se obtuvo la dosis, tiempo del tratamiento y
forma de administracion de Plantago major. La ingesta es en té, empleando una
dosis de 5 g por litro de agua y utilizado comunmente la hoja vegetal por las
personas que lo ingieren, oportunamente estos datos fueron necesarios para
realizar el estudio.

Diversas contribuciones han sido realizadas para conocer la composicion
quimica de Plantago major. En el 2017, Bahrain y colaboradores documentan
la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides,
terpenoides, compuestos fenodlicos, glucosidos iridoides y vitaminas, sin
embargo, su estudio no documenta la presencia de otros grupos de metabolitos
secundarios. Hasta ahora los estudios de flor y raiz de Plantago major son
escasos, en este estudio identificamos la presencia abundante de polifenoles y
en menor concentracion alcaloides, cumarinas, glucosidos cardiotonicos y
esteroides, seguida de saponinas y taninos en el extracto acuoso de flor. Caro
(2013), documenta la presencia de compuestos fenodlicos, flavonoides y taninos
en extracto acuoso de hoja, por el contrario, nosotros identificamos en el
extracto acuoso de hoja la presencia abundante de glucosidos cardioténicos,
presencia moderada de cumarinas y polifenoles, y poca presencia de alcaloides,
esteroides y taninos. Para el extracto acuoso de raiz hay presencia abundante
de polifenoles, presencia moderada de cumarinas y esteroides y poca presencia
de alcaloides, glucésidos cardiotonicos y taninos, estos dos ultimos extractos
no presentaron saponinas. Para el extracto hidroalcohédlico de hoja hubo
presencia abundante de glucésidos cardiotonicos, polifenoles y esteroides,
presencia moderada de alcaloides y poca presencia de cumarinas y saponinas,
no hubo presencia de taninos, y para el extracto hidroalcohélico de raiz hubo
presencia moderada de cumarinas, saponinas y esteroides, poca presencia de
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alcaloides y glucosidos cardiotonicos, no hubo presencia de polifenoles y
taninos. Por lo que la contribucion de este estudio esta referida a la presencia
de saponinas, saponinas esteroidales, glucosidos cardiotéonicos y cumarinas en
estructuras como flor y raiz en los diferentes extractos realizados de Plantago
major.

Es importante resaltar que la presencia de flavonoides en Plantago major,
ha sido reportada. Redroban (2012), Caro (2013) y Ahmed et al, (2015),
documentaron el uso de diferentes pruebas de identificacion como es
cromatografia en capa fina, espectrofotometria y pruebas de coloracion
(Shinoda), en diferentes extractos (acuoso de hoja, hidroalcohdélico de planta
completa y metanodlico de partes aéreas permitio la identificacion de este
metabolito, sin embargo en nuestro estudio, no logramos identificar flavonoides
en ningun extracto utilizando la prueba Shinoda, considerando que el tipo de
extraccion pudo influir en este resultado, posiblemente a que su molécula se
oxida con facilidad.

Las pruebas coloridas de identificacion que indican ausencia de algin grupo
de metabolito secundario no comprueban definitivamente la inexistencia de
dicho grupo de metabolito, ya que se debe tener en cuenta la sensibilidad de la
prueba para caracterizar pequenas concentraciones de sustancia o
interferencia de otros compuestos en la reaccion de reconocimiento. Por otro
lado, la ausencia de flavonoides también puede variar por factores climaticos y
edaficos de una region, no solo afectando el crecimiento y desarrollo de la
planta, si no también incidiendo en la biosintesis de sus principios activos
(Palacios, 2013). Aunque la procedencia de Plantago major es de clima calido
con radicaciones solares altas (4-4.9 kWh/m?2), no encontramos la presencia de
flavonoides, Garrido, Ortiz y Pozo (2013) mencionan que los flavonoides
absorben radiacion UV como mecanismo de proteccion de la planta en
condiciones climaticas de extrema aridez y fuerte radiacion solar. Aunque su
contenido también puede variar debido a razones genéticas y ambientales
(Schlaepfer y Mendoza, 2010).

En épocas recientes ha surgido el interés por la medicina alternativa. Las
plantas han sido y seguiran siendo una alternativa en la busqueda de nuevas
estructuras quimicas o compuestos que sirvan de base para el desarrollo de
nuevos farmacos (Schlaepfer y Mendoza, 2010). El estudio etnobotanico
permite conocer nuevas moléculas con potencial farmacologico, que sean
factibles de utilizarse en distintos padecimientos (Schlaepfer y Mendoza, 2010).
Plantago major puede ser una opciéon en la busqueda de farmacos que ayuden
a combatir enfermedades como es el cancer de mama, sin olvidar que puede
causar algunos problemas de salud si la dosis no es la adecuada.

En la cuantificacion de azucares totales de Plantago major por el método
Fenol-Sulfarico, se consideré que, las principales rutas de biosintesis de los
metabolitos secundarios derivan del metabolismo primario (Avalos y Pérez,
2009). De acuerdo al analisis fitoquimico la presencia de metabolitos
secundarios en cada extracto de la planta tiene estrecha relacion con la
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concentracion cualitativa de azucares totales. Garro y Alvarenga (2009)
reportan que los carbohidratos presentes en Plantago major son glucosa,
fructuosa, ramnosa, xilosa, sacarosa y planteosa, esta ultima actuando como
carbohidrato de reserva en la semilla y la rafinosa en hoja. En este estudio
encontramos que la mayor concentracion de azucares se encuentra en el
extracto acuoso de raiz, lo que concuerda con la concentracion de polifenoles.
Estos metabolitos provienen de la biosintesis de la glucosa, compuesto formado
por la ruta del acido shikimico y la sintesis de los acidos cinamicos (Quinones,
2012).

El extracto hidroalcohdlico de hoja presenté la mayor concentracion de
alcaloides (91.216ug/mL) de todos extractos, este metabolito es derivado de la
ruta del acido shikimico y puede estar presente en toda la planta,
acumulandose en las partes aéreas, mayormente en las hojas (Arango, 2008).

El extracto acuoso de flor tuvo una concentracion de cumarinas de (7.629
ug/mlL) este compuesto es derivado de la glucosa y sintetizado por la ruta del
acido cinamico (Correia, 2013).

La maxima concentraciéon de saponinas (10. 357 ug/mlL) y saponinas
esteroidales (2707.70 ug/mL) fue para el extracto hidroalcohdlico de raiz, las
soponinas son derivados de la glucosa y biosintetizadas por el acido mevalénico
(Marcano y Hasegawa, 2002). Esto también puede atribuirse al caracter
monodesmosidico de las saponinas ya que poseen cadenas de azuicar en su
estructura (Transito, 2001).

La mayor concentraciéon de taninos (376.396 pg/mlL) fue para el extracto
acuoso de hoja, estos metabolitos son compuestos fendlicos derivados de la ruta
del acido shikimico. Alvares y Lock (1992), menciona que los taninos pueden
estar presentes en todos los oOrganos vegetales. Cuando existe una
concentracion considerable de taninos suelen hallarse en determinadas partes
como son las hojas.

Solo el 10% de las plantas superiores han sido analizadas
farmacologicamente, algunas estan estrechamente relacionadas en afecciones
como el cancer (Schlaepfer y Mendoza, 2010).

La induccion de cancer mamario en nuestro estudio revelo la presencia de
tumoraciones en distintas partes del raton. Un 20 % de ratones mostro
crecimiento de tejido, cabe senialar que las tumoraciones fueron de gran tamano
lo que concuerda con el mecanismo de induccion de DMBA. Este hecho se
corrobora con los estudios realizados por Barros et al., (2004) y Thompson y
Adlakha (1991), donde mencionan que los tumores mamarios inducidos con
DMBA no hacen metastasis, pero pueden llegar a ocasionar la muerte del
huésped, al alcanzar un tamano e invadir tejidos adyacentes. Cos (1986)
reporté que la induccion de cancer de mama en roedores (ratas hembras
Sprague-Dawley), la dosis optima es 20 mg/100-130 g teniendo una incidencia
aproximada del 100%, comenzando a ser agresivo debido a los efectos toxicos
del DMBA. Nuestro modelo utilizado evidencié una incidencia baja, sin
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embargo, un estudio realizado por Abba y colaboradores en el 2016,
documentan que la mayoria de las cepas de ratones son mucho mas resistentes
que las ratas a la induccion de carcinogénesis, pues estos requieren de dosis
multiples de DMBA para alcanzar una incidencia favorable.

Efecto de extractos acuosos e hidroalcohdlicos en la concentracion de
nitritos en plasma

La concentracion de nitritos en plasma disminuye en presencia de los
extractos (hidroalcohodlico de raiz y acuosos de hoja y raiz) esto puede ser
atribuido a la cantidad de saponinas esteroidales cuantificadas en los extractos.
El extracto acuoso de hoja obtuvo una concentracion de 438.84 ug/mlL, el
extracto acuoso de raiz 1902.74 ug/mL y el extracto hidroalcohdlico de hoja
presento la mayor concentraciéon de saponinas esteroidales 2707.70 ug/mL.
Las saponinas estan relacionadas con efectos antiinflamatorios, antivirales,
antifingicos, antibacteriales y anticancerigenos. Algunas saponinas
(oleananos) han mostrado efecto antitumoral, presentando efectos
quimiopreventivos y antimetastasicos. Se conoce que también presentan
actividades inmunoestimulantes, como el crecimiento de linfocitos T humanos,
promoviendo la apoptosis y desencadenando a las células a la autofagia (Bazile,
Bertero y Nieto, 2014). Las saponinas esteroidales presentan actividad
antitumoral contra el cancer de colon, pulmén y mama (Fernandez et al., 2015).
Es importante sefnalar que no existen reportes de presencia de saponinas para
Plantago major, sin embargo, su actividad antiinflamatoria ha sido reportada
(Goncalves y Romano, 2016).

Efecto de extractos acuosos e hidroalcohdlicos en la concentracion de
nitritos en higado

La concentracion de 6xido nitrico en higado mostré un incremento en todos
los grupos tratados con los extractos. Cabe resaltar que en el extracto
hidroalcohélico de hoja se observa la maxima concentracion de nitritos lo que
concuerda con la segunda concentracion de saponinas esteroidales mas alta en
los extractos (1902.74 ug/mL). De la misma forma, todos los grupos inducidos
con DMBA y tratados con extracto de Plantago major (grupo 8, 9 y 10)
evidenciaron mayor concentracién de nitritos respecto al control positivo. El
oxido nitrico es una molécula de senalizacion de suma importancia presente en
los tejidos de los seres humanos, la sintesis de dicha molécula ayuda a diversos
procesos como la vasodilatacion, expresion de células musculares lisas
vasculares, efecto antiagregante plaquetario y evita la adhesion leucocitaria
local (Lee et al., 2008). Cuando existe aumento en la generaciéon de 6xido nitrico,
como en el caso de cancer de mama, hay mayor riesgo debido a la alta
incidencia de electrones desapareados que se estan produciendo, capaces de
reaccionar con el oxigeno molecular (O2) generando oxidantes reactivos como el
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dioxido de nitrogeno (NO2) que puede desencadenar dano en la membrana
(lipoperoxidacion) y el trioxido de dinitrogeno (N20s) que puede reaccionar con
tioles o aminas, alterando proteinas y formando nitrosaminas carcinégenas,
causando dano en las bases de ADN (Saavedra et al., 2004).

Efecto de extractos acuosos e hidroalcohdlicos en la actividad
enzimatica en plasma

En plasma, el analisis estadistico de la actividad de la catalasa mostro
significancia estadistica para tres de los grupos, el grupo tratado con extracto
de hoja acuoso, el tratado con extracto de raiz acuoso y el grupo inducido
(DMBA) y tratado con hoja acuoso con respecto al control positivo.

El efecto de los extractos en la actividad catalitica de la enzima, puede
atribuirse a la presencia de taninos y/o polifenoles de Plantago major. La
concentracion de taninos fue la segunda mas alta obtenida (332.115 ug/mL en
acuoso de flor, 376.397 ug/mL en acuoso de hoja y 154.987 ug/mL en
hidroalcohélico de hoja). Los taninos pueden neutralizar especies reactivas
como el superoxido y el radical hidroxilo, ayudando a disminuir la peroxidacion
lipidica en la membrana celular (Vazquez et al.,, 2012). Diversos estudios
senalan que esto metabolitos son buenos secuestradores de radicales libres,
inhibiendo la oxidacion de tejidos, actuando mejor que la vitamina C, vitamina
E y B-caroteno. In vitro neutralizan el radical hidroxilo actian como inhibidores
no competitivos de la enzima xantina oxidasa, esta enzima es una de las
mayores generadoras de radicales libres en el metabolismo celular (Vazquez et
al., 2012). El peroxido de hidrogeno actia como segundo mensajero en la
transduccion de senales para la activacion, diferenciacion y proliferacion
celular. En un ambiente con un nivel reducido de peréxido se estimula la
proliferacion, sin embargo, un ligero cambio hacia un ambiente oxidado induce
apoptosis o necrosis celular (Maldonado et al., 2010).

Efecto de extractos acuosos e hidroalcohodlicos en la actividad
enzimatica en higado

La actividad de catalasa en higado se vio incrementada en los grupos
inducidos con DMBA y tratados con extractos acuosos de hoja y raiz y hoja
hidroalcohoélico (Figura 57). Esta respuesta puede atribuirse a la presencia de
compuestos  cumarinicos, estos metabolitos presentan  actividad
anticancerigena y antioxidante, su efecto anticancerigeno se atribuye al anillo
cumarinico que poseen, lo que les permite actuar como intercalantes en el ADN
(Vidal, 2012). Algunos estudios en pacientes de cancer avanzado muestran la
actividad de las cumarinas como inmunoestimulantes y citotoxica (Vidal, 2012).
Es importante resaltar que la actividad enzimatica de catalasa también se
incremento con respecto al control en los grupos sin induccioén, esto puede ser
debido a la rapida metabolizaciéon de las cumarinas a nivel hepatico (Vidal,
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2012). Asi mismo algunas cumarinas (anatoxinas) pueden ser toxicas
dependiendo de su concentracion (Vidal, 2012). Por otro lado, el incremento en
la actividad catalitica de la enzima en los grupos sin induccion con DMBA y
tratados con extractos acuosos de hoja, flor y raiz y hoja hidroalcoholico, puede
atribuirse a la presencia de alcaloides, estos metabolitos pueden causar dano
en higado a través de la generacion de radicales libres (Pan American Health
Organization, 1995).

Efecto de extractos acuosos e hidroalcohélicos en la peroxidacion
lipidica en plasma

La mayor concentracion de malondialdehido se observo en respuesta al
extracto acuoso de flor, este incremento correlaciona con la concentraciéon de
taninos presente en este extracto, esto puede deberse al efecto prooxidante de
estos metabolitos, posiblemente por la oxidacion de taninos (Vazquez et al.,
2012)

Los metabolitos secundarios exhiben diversos mecanismos de acciéon a nivel
celular que pueden contrarrestar o aumentar el estrés oxidante actuando de
diferente manera en los organismos (Fernandez et al, 2015). Los radicales
libres oxidan los fosfolipidos de la membrana debido a que son extremadamente
sensibles al ataque de radicales, el mecanismo por el cual los lipidos de
membrana son danados por estos radicales libres se denomina peroxidacion
lipidica. Este proceso produce generalmente hidroperéxidos, 4-hidroxinonenal
(4-HNE) y aldehidos como el malondialdehido (MDA), descrito como el producto
mas mutagen (Gonzalez et al., 2000).

Efecto de extractos acuosos e hidroalcohélicos en la peroxidacion
lipidica en higado

La concentracion de malondialdehido en higado mostré una concentracion
baja en los grupos que fueron inducidos con DMBA y tratados con los extractos
acuosos de hoja y raiz y de hoja hidroalcoholico respecto al control positivo.
Esta respuesta favorable en un proceso de cancer de mama en ratéon
correlaciona con la concentracion de polifenoles en los extractos, estos
metabolitos presentan alta capacidad antioxidante (Cuadro 14).

Las propiedades antioxidantes de los polifenoles justifican sus acciones
vasodilatadoras, vasoprotectoras, antitromboticas, antilipémicas,
antiasteroscleréticas, antiinflamatorias y antiapoptéticas (Quifiones y
Aleixandre, 2012). La accion de los compuestos fendlicos esta relacionada con
su capacidad de quelar metales, ya sea manteniendo o incrementando su
actividad catalitica (Porras y Lopez, 2009). Son capaces de neutralizar especies
reactivas de oxigeno como superéxido, peréxido de hidrogeno y acido
hipocloroso, asi como la inhibicién de enzimas como la xantina oxidasa, la
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nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato (NADPH), generadoras de dichas
especies (Quinones y Aleixandre, 2012). Estudios realizados en animales y en
ensayos clinicos demuestran que los polifenoles disminuyen los niveles de
malondialdehido (Quifiones y Aleixandre, 2012).

Algunos estudios se han centrado en la biodisponibilidad de los polifenoles

mediante estudios in vivo de su ingesta y excrecion, muchos de estos son
formados via degradacion por las enzimas de las bacterias presentes en el colon,
para después ser metabolizadas en el higado (Porras y Lopez, 2009). La
biodisponibilidad de los polifenoles depende de su estructura quimica y de las
reacciones metabodlicas que experimentan tras la ingestion de estos.
Los polifenoles interfieren en distintas etapas en el desarrollo de una neoplasia,
protegiendo al ADN del dano oxidativo, inactivando los carcinégenos e
inhibiendo los genes mutagénicos de la actividad de las enzimas encargadas de
la activacion de carcinégenos (Porras y Lopez, 2009).

Ciertos productos finales como la degradacion de peroxido de hidrégeno,
nitritos y malondialdehido son respuesta de la interaccion de ERO y ERN con
macromoléculas como el ADN, proteinas, lipidos y antioxidantes, dando prueba
de la existencia de especies reactivas en las células (Manon et al, 2016). En
consecuencia, los radicales libres suscitan interés por su papel dual que ejercen
en los sistemas biologicos y en el desarrollo de ciertas enfermedades. La
exposicion constante a fuentes generadoras de radicales libres que
desencadenan un desajuste en el organismo producen estrés oxidante que, a
su vez, puede generar serios problemas a nivel celular, como es el cancer de
mama (Vinas et al., 2012). Hoy en dia los metabolitos secundarios tienen varios
matices, muchos de ellos actian como mecanismos de defensa presentando
actividad antibacteriana, antioxidante, anticancerigena, entre otras (Almaraz et
al., 2006). Siendo un factor importante el aporte correcto nutricional que se ve
afectado en personas que padecen cancer, provocando un déficit de vitaminas
y antioxidantes que compensen la producciéon de radicales libres (Vinas et al.,
2012). Estudios epidemiologicos sefialan una menor incidencia tumoral en
poblaciones que consumen alimentos ricos en antioxidantes (Maldonado et al.,
2010).
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11. Conclusiones

e La entrevista etnobotanica realizada en Limon Chiquito, Veracruz.
precisa el uso de Plantago major para tratar diferentes afecciones
otorgando a la hoja propiedades medicinales.

e Cumarinas, glucosidos cardioténicos, saponinas, saponinas esteroidales
y taninos son los grupos de metabolitos secundarios presentes en
estructuras como flor y raiz de Plantago major. Que no han sido
documentados.

e No hubo presencia de flavonoides en Plantago major, a pesar de que las
fuentes consultadas refieren lo contrario.

e El grupo de saponias esteroidales manifestaron la concentracion mas
alta de metabolitos secundarios cuantificados en Plantago major, como
segundo lugar los taninos y en tercer lugar los alcaloides.

e Se obtuvo una incidencia del 20 % de masas anormales de células en
ratones (CD1) inducidos con DMBA.

e P. magjor (extracto de hoja hidroalcohdlico, raiz y hoja acuoso) redujo la
concentracion de nitritos en plasma.

e P. mgjor (extracto hoja acuoso e hidroalcohdlico) elevo la actividad
catalitica de catalasa en plasma e higado.

e P. mgjor (extracto de hoja hidroalcohdlico y raiz acuosa) redujo la
concentracion de malondialdehido en higado.

e Plantago major es una herbacea que tiene moléculas con propiedades
antioxidantes como polifenoles, cumarinas, taninos, saponinas y
saponinas esteroidales que participan en la regulacién de las especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno durante un proceso inducido de cancer
de mama.
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Entrevista Etnobotanica
Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Unidad Multidisciplinaria de Investigacién, L7 P.A. Terapia
Molecular

Plantago major L.

Nombre del entrevistado:

1.

10.

11

12.

13.

¢Con que nombre se conoce la planta?

¢Uso medicinal que usted le da a la planta?

¢Como supo del uso de dicha planta?

¢Qué parte de la planta utiliza? ¢su uso es solo o combinada?

¢Qué forma de preparacion le da a la planta?

¢Como fue la aplicacion?

¢Tiene algun efecto adverso el uso de la planta?

¢Como inicio y progreso su padecimiento?

¢Cuanto dur6 el tratamiento con la planta y con qué frecuencia?

¢Cuales fueron sus observaciones mas importantes durante el tratamiento?

. ¢Presento molestia alguna durante el uso?

¢Observo nuevas lesiones al término del tratamiento?

¢Ademas de utilizar la planta, tenia otro tratamiento? ¢Cual era el tratamiento?
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