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INTRODUCCION

De acuerdo con la definicibn de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), “la
medicina tradicional es la suma total de los conocimientos, capacidades y practicas basados
en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, bien sean explicables
0 no, utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar
enfermedades fisicas y mentales” (OMS, 2013). Como parte de la medicina tradicional, las
plantas representan uno de los recursos naturales a los que se recurre para aliviar dolencias
y prevenir enfermedades. También y no menos importante, de una manera natural se han
incorporado al autocuidado o medicina doméstica, que como la definen Zolla y Mellado
(1995), es el conjunto de conocimientos, recursos y acciones terapéuticas presentes en el
hogar, que no trascienden este ambito como una oferta de servicio. En México, tanto la
medicina tradicional como el autocuidado doméstico, se mezclan y coexisten como parte de

una cultura muy arraigada en el uso de plantas medicinales.

Dentro de las plantas que mas se utilizan en nuestro pais esta Justicia spicigera, la
cual pertenence a la familia Acanthaceae, y es muy recomendada y comercializada para
varios trastornos y afecciones. De acuerdo con la revisibn que se pudo realizar y que se
presenta en este trabajo, sus recomendaciones de uso estan dirigidas para tratar la diabetes,
limpiar la sangre, para la anemia, la hipertensién, por mencionar solo algunos. También,
diferentes extractos principalmente hidroalcohdlicos, han sido evaluados farmacologicamente
para comprobar su uso como antiparasitario, anticonvulsivo, ansiolitico, antidiabético,
antihipertensivo, entre otros. Aunque estos estudios se han realizado a nivel preclinico,
permiten concebir el potencial que la planta podria tener en relacion a su eficacia. Esto es
apremiante no solo desde el punto de vista cientifico sino también en el fortalecimiento de los
sistemas sanitarios de salud de comunidades rurales o indigenas donde adn usan a las
plantas, junto con otros recursos que brinda la naturaleza, y las incorporan naturalmente a
las necesidades sanitarias expresadas por esas comunidades. Por otra parte, no debemos
olvidar que la Organizacion Mundial de la Salud insta a sus paises miembros en las
resoluciones WHA62.13 y WHA56.31 a “respetar, preservar y comunicar ampliamente,
segun proceda, el conocimiento de la medicina, los tratamientos y las practicas tradicionales,
de forma apropiada y sobre la base de las circunstancias de cada pais, asi como de datos
probatorios sobre seguridad, eficacia y calidad”, asi como a “seguir desarrollando la medicina

tradicional sobre la base de las investigaciones y la innovacion, tomando debidamente en
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consideracion las medidas especificamente relacionadas con la estrategia mundial y plan de

accion sobre salud publica, innovacion y propiedad intelectual”.

A este respecto, esta revision sobre la farmacologia y quimica de la especie vegetal J.
spicigera esta encaminada a contribuir en su uso racional y de esta manera pueda ser

considerada una alternativa seria.

Como parte de esta revision también se incluyen aspectos botanicos y algunos datos
historicos, principalmente los que se obtuvieron de documentos farmacéuticos.
Adicionalmente y dado que la especie tiene un uso muy importante e histérico como
pigmento, se presenta informacion relacionada a la estabilidad del tinte tanto en alimentos

como en textiles, y alternativas a las formas de incorporarlo.
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OBJETIVO GENERAL
Realizar una revision documental amplia sobre aspectos de eficacia, seguridad y
composicién quimica, de la especie vegetal J. spicigera orientada a respaldar y revalorar su

uso dentro de la Medicina Tradicional de México.

OBJETIVOS PARTICULARES
- Recolectar datos en fuentes electronicas y realizar una lectura inicial de los

documentos disponibles.
- Ordenar y analizar la informacién para asi determinar la relevancia en torno al objeto

de investigacion.
- Integrar los datos resultantes del analisis en el documento final.
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METODOLOGIA

Para la escritura de este proyecto y por ser un trabajo de tipo documental y exploratorio,
la estrategia de investigacion consistié primeramente en la seleccion y consulta de fuentes
electronicas y publicaciones no periodicas. Las fuentes electronicas que se consultaron

fueron las siguientes:

o Scopus

o IsiWeb

o Google académico (Scholar)

o JSTOR

o Biblioteca virtual US National Library of Medicine

o Biblioteca virtual Nacional de Francia

o Biblioteca Mundial

o Base de datos digital del Instituto Nacional de Antropologia e Historia (INAH)

o Atlas de la Medicina Tradicional de México del INI/UNAM/INPI

o Obras completas de Francisco Hernandez digitalizadas por DGTIC UNAM con
apoyo del INPI

o Tesiunam

o Librunam

Posteriormente se determiné el origen de los datos, diferenciado entre primarios y
secundarios y se realizo la lectura de los documentos seleccionados.

A continuacién, se describe el proceso de recoleccidn y analisis para cada uno de los
capitulos que conforman este trabajo monogréfico.

Para reunir informacion sobre los estudios farmacoldgicos, se llevé a cabo una
busqueda en la base de datos Scopus e ISI web empleando como palabras clave “Justicia
(AND) spicigera” obteniendo un total de 183 resultados; de este total se analizaron 22
documentos. El resto fueron descartados por pertenecer a otro capitulo dentro de esta
revision o no incluir informacion farmacoldgica sobre la especie, asi como revisiones o
metandlisis.

Para el capitulo de la quimica del género Justicia, se realizé la blusqueda empleando la
palabra clave “Justicia’, limitandola a la palabra Chemistry. En este capitulo se considero

como criterio de inclusion los documentos comprendidos entre los afios 2012 y 2021. El
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motivo fue que en 2012 se publicé una revision extensa sobre la quimica del género Justicia.

Para este capitulo se analizaron un total de 24 de 170 documentos.

Para la quimica de la especie Justicia spicigera se analizaron 18 documentos de un
total de 183. Como fuentes secundarias se analizaron una tesis de licenciatura y una de

maestria.

Para la farmacologia de los metabolitos de Justicia spicigera se realiz6 la busqueda
empleando la palabra clave “kaempferitrin” que remite a canferitrina en espafiol. Asi, de 545

documentos encontrados se analizaron 56.

También se empled la palabra “procumbenoside” (procumbendsido en espafol) como
palabra clave, con la finalidad de no limitar la busqueda. Se obtuvieron 16 documentos de los
cuales solo se empleé uno, el resto se excluydo porque no correspondian a estudios

farmacoldgicos especificamente sobre el procumbendsido B.

Se empleé como palabra clave alantoina en inglés “allantoin”, la basqueda arrojo un
total de 7887 documentos por lo que se delimit6 a la presencia de la palabra clave
Unicamente al titulo (Article title) obteniendo un total de 618 documentos. Dado que su
actividad farmacolégica ha sido ampliamente estudiada, principalmente en la formulacion de
productos cosméticos solamente se emplearon un total de cinco documentos relacionados
con las principales actividades farmacologicas comprobadas de Justicia spicigera, que
incluyeron: actividad antiinflamatoria, antinociceptiva, antidiabética y sobre la presion
sanguinea. Adicionalmente, se hizo uso de una revision que incluia la descripcion de sus

principales usos en piel.

Para el capitulo de estudios quimicos en J. spicigera como planta tintérea, se

analizaron un total de 11 de los 183 documentos.

Es importante mencionar que como apoyo bibliografico se utilizo el gestor de
referencias Sciwheel. Algunas de las imagenes fueron realizadas en la aplicacion BioRender
y otras se tomaron directamente de las publicaciones, proporcionando los créditos a quien
corresponda. Finalmente, las estructuras quimicas se construyeron en el programa
ChemDraw 12.0.

15



CAPITULO 1. ANTECEDENTES HISTORICOS DE JUSTICIA SPICIGERA

1.1. Valor ethomédico

En este apartado se presenta de manera sistematica la consulta que se realizé en
documentos de caracter cientifico orientados al uso y conocimiento de la flora medicinal de
nuestro pais. Se analiza primeramente la informacion que se encontré de las antiguas
Farmacopeas Mexicanas, asi como de los anales del extinto Instituto Médico Nacional y
algunos documentos relacionados con igual valor farmacéutico (Figura 1). Al examinar estos
escritos, se constato el valor etnomédico de la planta para la disenteria. Este uso, junto con
el flujo menstrual abundante fue recurrentemente mencionado en casi todos ellos. También,
se pudo identificar que el nombre cientifico de la especie se fue cambiando a lo largo de la
historia. Finalmente se documentan algunos usos etnomédicos actuales, y como puede
notarse, se preservan los antiguos y se agregaron otros a lo largo de los afios. A

continuacion, se hace una breve descripcion de los resultados de esta busqueda.

En 1799 el farmacéutico espafiol Vicente Cervantes escribié el “Ensayo a la Materia
Médica Vegetal de México”, que fue publicado un siglo después, y en este documento la
nombro Justicia coccinea Aubl., posiblemente por influencia del botanico espafiol Martin de
Sessé, director de la “Real Expedicion Botanica a Nueva Espafia”, quien, junto con el médico
novohispano, José Mariano Mocifio, la recolectaron y describieron con este nombre (Sessé y
Mocifio, 2016). Cervantes escribié que es una planta que crece en Cuernavaca y que al igual
gue lo mencionara el protomédico Francisco Hernandez en su obra escrita y publicada en
1615 “Cuatro libros de la naturaleza y virtudes de las plantas y animales de uso medicinal en
la Nueva Espafia”, ésta se usa para la disenteria, el flujo inmoderado de la menstruacién y
para la sarna (Cervantes, 1889). Asi mismo, retoma un dato que el te6logo José de Alzate
publicé en las Gacetas de Literatura, que es su virtud como antiapoplética. Finalmente
menciond un uso que el botanico Sessé le habia comunicado, y es que se habia

experimentado provechosa en la epilepsia.

En 1832 se publicé el “Ensayo para la Materia Médica Mexicana” escrito por Antonio
de la Cal, quien nombro a la planta Justicia tinctoria Lour. (de la Cal, 1832). Este dato es
relevante, pero a la vez impreciso ya que también con este nombre era conocida otra
Acanthaceae de origen asiatico (Parkin, 1914). Antonio de la Cal repite los usos que unos
afios antes habia descrito Cervantes. Para 1846 se publica lo que seria la primera edicion de

la Farmacopea Mexicana en la cual fue incluida la especie con el nombre cientifico Justicia
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salviflora Kunth, y se agrega su uso como antiespasmaédico (FM, 1846), sin embargo, ni el

uso, ni el nombre cientifico coinciden con lo que se conocia de la especie hasta esa fecha.

Es asi como en las primeras tres ediciones editadas por la Sociedad Farmacéutica
Mexicana, (Institucion que fue creada en el afio de 1871), tanto la primera edicion de la
Nueva Farmacopea Mexicana de 1874, como la segunda edicion de 1884 y la tercera de
1896, fue nombrada Sericografis mohintli Nees y se retoma el uso para la disenteria que
histéricamente ha acompafiado a la planta, asi como el uso para el flujo menstrual abundante
(NFM, 1874; NFM, 1884; NFM, 1896). La materia colorante cobra importancia en la edicion
de 1896 al ser nombrada como quapastle (del nahuatl quauitl, arbol y pachtli, heno), pero

mas alla de eso, al ser textos farmacéuticos, no dan datos sobre el valor del tinte.

A partir de 1888 se llevaron a cabo estudios terapéuticos de plantas medicinales
dentro del Instituto Médico Nacional, institucion que tuvo como objetivo el estudio de la flora,
fauna, climatologia y geografia médicas nacionales y sus aplicaciones utiles (Sanchez
Rosales, 2012). En el tomo lll publicado en 1897, se muestra el interés por estudiar esta
planta, debido principalmente a su materia colorante. A este respecto el médico José

Ramirez menciona:

“El director del Instituto remiti6 a esta Seccidon una planta que le habia enviado el Sr. R. Reyes
Espindola llamando la atencién respecto a la propiedad que tiene de tefiir de color azul oscuro el agua
puesta en contacto con sus hojas. En el caso se trata de una de las plantas conocidas con el hombre
vulgar de muitle, y probablemente es la Jacobinia mohintli Hemsl., planta muy usada en infusion que se
considera como una bebida estimulante y antidisentérica. La materia colorante que contiene esta planta
lleva el nombre de quapastle; es amorfa, inodora, insipida, de color azul oscuro cuando esta
concentrada, morado cuando esta diluida, es muy soluble en el agua y produce reacciones semejantes
a las del tornasol” (AIMN, 1897, p.).

Posteriormente, en 1904 J. spicigera paso6 a formar parte del Herbario de consulta del

Instituto Médico Nacional.

Afos después, ya en el siglo XX, Maximino Martinez en su libro “Plantas medicinales
de México”, comenta que el vulgo en Aldama Guerrero usa el cocimiento de 5 gramos de la
planta para los nervios (Martinez, 1934). A partir de esta publicacion se han sumado muchos

usos etnomedicos para la especie.

17



Es importante mencionar que en el afio 2001 se publicd la primera edicién de la
Farmacopea Herbolaria Mexicana, teniendo una segunda edicion en el afio 2013, pero en

ninguna de estas ediciones se encuentra J. spicigera.

Dentro de los usos actuales que se han documentado para J. spicigera, en la Tabla 1
se enlistan algunos. Se presenta adicionalmente la forma de preparacion y de consumo. Es
importante mencionar que estos usos no corresponden a todas las propiedades que se le
atribuyen a la especie, pero si a las mas actuales encontradas. También y como lo describe
Arizia Manso (2000) en su disertacion escrita, los usos relacionados al aparato circulatorio
como es la anemia, purificar y clarificar la sangre son los mas mencionados por los locatarios
de mercado que se dedican a vender plantas y que este podria estar relacionado al color
rojo-purpura que se obtiene al poner la planta (fresca o seca) en contacto con el agua, sea

fria o caliente.

Tabla 1. Algunas formas de uso actuales de J. spicigera

AFECCION/USO

MODO DE EMPLEO

REFERENCIA

Tosferina

Las hojas y flores se machacan, se agregan
rodajas de rabano y azlcar cande; se toma en
jarabe

Rodriguez-Acosta, 2020

Detener hemorragias

Se hace una tisana de las hojas

Lorente Fernandez, 2020

Mal de orin La planta se hierve con agua se deja serenar y se Rodriguez-Acosta, 2020
toma como agua de tiempo.
Susto Se usan las hojas cocidas. Fonseca-Chavez et al.,
2020
Dolor de estdbmago, EIl cocimiento de las hojas se toma como té. La Rosas-Lépez, 2015

empacho, heridas

infusion sirve también para lavar heridas.

Relajante (bafios), mal Se usan las ramas con hojas y flores para barrer a Dominguez-Barradas et al.,
del viento (tlazol) la persona; se dan bafios en el cuerpo. 2015.
Hervor de sangre Se toma un bafio con el agua de dos ramas que se Pefia Sanchez y Hernandez
dejan reposar por un dia. Durante cinco dias se Albarran, 2014
bafia a la persona con esta solucion.
Purificar la sangre Una ramita de nicle se hierve con agua. Se deja Pefia Sanchez y Hernandez
serenar toda la noche. Se toma una taza en ayunas Albarran, 2014
y el resto como agua de uso.
Enfermedades de las En infusion. Rosas-Pifion et al., 2012.
encias
Diabetes Se toma en infusién. Alonso-Castro, 2012
Rozaduras Se cuece un manojo de ramas y hojas y con esta GOmez Mureddu, 2005
agua se da un bafo.
Enriquecer la sangre, Setoma en té (infusion). Villavicencio Nieto y Pérez

mejorar la circulacion

Escandén, 2005

Anemia

En agua hirviendo se agregan 2 hojas y esta agua
se toma durante una semana. Se toman tres tazas
al dia.

Araiza Mancio, 2020

Susto Puede ser en bafio y en té. El té se prepara con Araiza Mancio, 2020
agua hirviendo y se ponen unas ramitas. Se les da
solo o con leche.

Espanto Tallar unas ramas con agua fria. Asolear y tomar Araiza Mancio, 2020
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un bafio con esta agua.

Aumentar y clarificar la Se prepara una infusion con las ramitas floridas. Soto Nufiez y Sousa
sangre Sanchez, 1995.

19



eJab101ds ‘e sopeuoidejal sajuenodwi SO210ISIY Sojuswow sounbly "T einbi4

0¢

Ensayo para la Materia Mueva Farmacopea

Medica Mexicana Mexicana

Antonio de la Cal Se menciona al muicle como
menciona al moictle o Sercrocraphis mointli. Se
mahuitli como documenta su USO COMo
Justicia tinctora, antidizsentérico. Se recalca el
Destaca suuso en la colar azul, como tomasol, de
disenteria , apoplejia y la infusidn

epilepsia

Ensayo a la Materia Farmacopea Mexicana Nueva Farmacopea

Médica vegetal de Meéxico Se menciona a un muicle y Mexicana 3a ed.

Vicente Cervantes Muitle y se refiere gue es Se menciona al muicle como
documenta a moictle & Justicia salvifiora. Se Sericrocraphis mohintli y
Mohuistli como Justicia documenta que sus hojas Jacobinig mohinth. Se indica
coccinea. Menciona su uso s0on usadas como gue se usa como estimulante
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menstruacidn, Destaca su
uso para la epilepsia.



1.2 Justicia spicigera como planta tintorea

La planta cuenta con amplia reputacion en nuestro pais y Centroamérica,
especialmente en Guatemala, por el tinte que de ella se obtiene. Por su semejanza con el
afil (o xiquilite, como también es conocida la Indigofera suffruticosa Mill.), al tefiir de azul al
algodon y la lana, ha sido histéricamente confundida y/o sustituida con ésta, siendo llamada
en algunas comunidades, principalmente del sur de México, como “hierba afil” o “hierba de

ahil” (Herrera Alfaro y Rojas Rodriguez, 1998)

En efecto, de acuerdo con lo que mencionan Herrera Alfaro y Rojas Rodriguez (1998)
sobre lo que documentdé Manuel Rubio Sanchez en su libro “Historia del afil o xiquilite en

Centroamérica” se menciona que existen cuatro clases de aiiil, incluido el muicle:

-Indigofera suffruticosa Mill. o xiquilite;
-Indigofera thibaudiana DC. o aflil silvestre;

-Jacobina spicigera Schltdl. llamada tinte o jiquilite, que es usada por las lavanderas
para dar color blanco a la ropa,

-Indigora tinctoriam, llamada también afiil (Rubio; 1976: 15).

Si nos remitimos a los documentos novohispanos como son “Historia general de las
cosas de la Nueva Espana” conocido como Caddice Florentino, y escrito por Fray Bernardino
de Sahagun entre los afios 1540 y 1585, asi como el documento “Historia de las Plantas de
la Nueva Espana” escrito por el protomédico Francisco Hernandez entre 1571 y 1576, éstos
hacen una breve mencion al tinte. En el caso de Francisco Hernandez, éste menciona que
tine las lanas. Fray Bernardino por su parte menciona a un moubhitli, pero no hace una
precision sobre el tinte obtenido de J. spicigera. Los botanicos Sesse y Mocifio en la Real
Expedicion Botanica a la Nueva Espafia que realizaron entre los afios 1787 y 1803
igualmente mencionan al tinte (Figura 2). Quien realmente hace una investigacibn mas
amplia sobre el tinte fue el farmacéutico Frances M. Thomas en 1866, quien habia estudiado
su preparacién y sus propiedades quimicas, cuando estuvo en Verucruz, México y pudo
constatar y documentar, gracias a la informacién que le compartieron los indigenas de la
region, la forma exacta de como ellos preparaban el colorante. El menciona en un articulo
publicado en el Journal de Pharmacie et de Chemie (1866), perteneciente a la Sociedad de
Farmacia de Paris, que incluso por infusién o decoccién se genera un extracto de un azul

muy oscuro que esta lejos de ser puro. El presenta una descripcion muy detallada e indica
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gue la planta contiene un principio incoloro, al que llamé mohitlina, el cual se disuelve,
absorbe oxigeno y se convierte en una materia verde a la que dio el nombre de mohitléina.
Esto a su vez, se oxida y produce acido mohitlico, que al combinarse con las bases de las
sales alcalinas contenidas en el agua o en la propia planta da lugar a la materia colorante
azul. Indica que el colorante de la planta se encuentra en todas sus partes excepto en las
flores, siendo las hojas las que contienen una gran proporcion del tinte. Para completar este
trabajo, Thomas propone aislar el principio incoloro en estado de pureza, hacer un analisis
elemental, y también aislar los compuestos productores de oxigeno. EI menciona también
gue solo pudo hacer este estudio en México dentro de los limites de los recursos que tenia a
su disposicion.

Unos afios después, en 1903, el botanico mexicano Manuel Urbina publicé un estudio

en los Anales del Museo Nacional sobre la sustancia colorante del muicle y menciona:

(...) Yo agregaré que el nombre de mohuitli sirve también para designar la planta conocida vulgarmente
como muicle, y su clasificacion: Jacobinia mohintli, Hemsl., de la familia de las Acanthaceas, que
produce una materia colorante de las mas hermosas, que tifie en rojo purpareo, y que los indios se
servian de ella para dar color a los lienzos de lana, lo que nos da a entender que usaban esta palabra
Mohuitli para designar indistintamente el color rojo 6 azul. No estd de mas advertir que la sustancia
colorante del muicle es enteramente diversa del indigo, y aunque no se haya hecho un analisis, que yo
sepa, puedo asegurar que debe colocarse entre las conocidas y clasificadas como Tornasol que
producen muchas plantas (Urbina, 1903, p. 566)

Dos afios después, el botanico inglés John Parkin también se interesé por el pigmento
de J. spicigera (Parkin, 1905). EI menciona que los brotes de ciertas especies de Jacobinia,
cuando se magullan y se extraen con agua, producen un hermoso liquido violaceo. Parkin
menciona que el botanico danés Frederik Michael Liebmann descubri6 una especie de
Jacobinia mientras viajaba por América Central, medio siglo atras y descubrié que los indios
las usaban para tefiir. También, cité el trabajo de M. Thomas diciendo que mientras este
ultimo estaba en México, sometié el principio de coloracién de Jacobinia Mohintli a un breve

examen. El profesor Parkin menciona:

(...) Hasta ahora, las observaciones se han hecho sobre dos especies muy similares, Jacobinia tinctoria
(Oerst.) Hemsl. y Jacobinia Mohintli Hemsl. El comportamiento peculiar de la antigua planta (Jacobinia
tinctoria (Oerst.) Hemsl.) fue puesto en conocimiento del escritor por el Sr. Willis, el director del Royal
Botanical Garden, estando en Peradeniya, Ceylon. El pigmento no existe como tal en la planta viva, sino

que aparece solo al morir. Sin embargo, las hojas muertas por el agua hirviendo permanecen verdes y
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no se oscurecen. Por lo tanto, es muy probable que el pigmento surja a través de una accién
enzimatica. Una ligera alcalinidad acelera su aparicién. El oxigeno también es necesario para su
formacién. Es facilmente soluble en agua y da una solucion fluorescente, de color parpura a violeta por
transmision y rojo sangre por luz reflejada. Un rastro de acido roba a la solucién la mayor parte de su
color. El tinte original reaparece con la neutralizacion. El alcali lo vuelve mas azul, y si, es fuerte.

En comunidades mixtecas de la costa de Oaxaca como son Pinotepa de Luis, San
Pedro Jicayan, San Juan Colorado, asi como comunidades aledafas, aun usan al muicle y
otras plantas tintéreas para tefiir sus huipiles. También hacen uso del tinte para impregnar un

tenue color azul que da la apariencia de una blancura.

El uso del tinte no se limita al tefiido de textiles, también sirve como pigmento en
alimentos. En Guanajuato, comunidades otomies usan a las tortillas como un lienzo para un
tipo de arte ritual y las decoran por ambos lados, con un troquel o sello de madera de
mezquite, utilizando varias plantas como colorantes, entre ellas al muicle, que brinda un color
violeta intenso (Yanes Rizo, 2006). Estas tortillas son ofrecidas principalmente en eventos

religiosos.

También, en la zona otomi-tepehua del estado de Hidalgo, con una infusiéon de muicle
se tifien carrizos que después seran utilizados para la elaboracién de un tipo de canasta

llamada huautecas, muy apreciadas en esa region (Villavicencio Nieto, 2005).

Recientemente Arberet y colaboradores (Arberet et al., 2021) reportaron el uso del
tinte de J. spicigera en algunas imagenes del Cdédice Borbonico, el cual es un importante
documento mexica precolombino, y permite por la tanto especular que desde la época
prehispanica, era parte de los colorantes que se utilizaban en nuestro pais con este fin, junto

con Commelina coelestis Wild., e Indigofera suffruticosa Mill. (Jansen et al., 2019).

En el capitulo 6 se profundizara en los resultados que se han obtenido hasta la fecha

sobre la caracterizacion del tinte.
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CAPITULO 2. BOTANICA Y ECOLOGIA DE JUSTICIA SPICIGERA
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Figura 3. llustracién de J. spicigera realizada por Biol. Sahid Anzaldo Madero (2020)
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Tabla 2. Nombres comunes de J. spicigera

Afiil de piedra
Caandathana (Popolaca)
Chak xiu (Maya)
Charatsikua (Purépecha)
Charatzicua (Tarasco)
Cruzk aax (Maya)
Expaxihuitl

Hierba afiil (Oaxaca)
Hierba de afil

Hierba azul

Huitzilxochitl

Ki'vi (mixteco de la costa de Oaxaca)
Limanin (totonaco)
Matzifia (Chinanteco)
Micle

Mirto del cerro

Mohintle

Mohite

Mohuintli

Mouait (totonaco)
Mozote

Muh (Huasteco)

Muicle

Muiti

Muitle

Nicle

Sacatinta

Thengamu’iti

Tsi’is yuhaa-tinta (Zapoteco)
Yerba purpura

Yerba tinta
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Tabla 3. Sinonimia de J. spicigera

1 Aphelandra ghiesbreghtiana (Lem.) Lem. "

2 Cyrtanthera ghiesbreghtiana (Lem.) Decne.?

3 Drejera willdenowiana Nees?

4 Jacobinia atramentaria (Benth.) S.F. Blake?

5 Jacobinia ghiesbreghtiana (Lem.) Benth. & Hook.f.P
6 Jacobinia mohintli Hemsl.2

7 Jacobinia mohintli Benth. & Hook. f.2

8 Jacobinia neglecta (Oerst.) A. Gray?

9 Jacobinia scarlatina S.F.Blake?

10 Jacobinia spicigera (Schitdl.) L.H.Bailey2

11 Justicia atramentaria Benth.2

12 Justicia ghiesbreghtiana Lem.p

13 Justicia ghiesbreghtii Lem.2

14 Justicia liebmanii V.A.W. Graham?

15 Justicia mohintli Moc. & Sessé ex Nees?

16 Justicia scarlatina (S.F. Blake) V.A.W. Graham?
17 Sericographis ghiesbreghtiana (Lem.) NeesP
18 Sericographis moctli Nees?

19 Sericographis mohintli Nees?

20 Sericographis neglecta Oerst.2

Tomado de: @The plant List; PInternational Plant Name index
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Figura 4. A) Flor de J. spicigera; B) Rama con flores y hojas de J. spicigera. Fotos cortesia: Dra. Araceli Pérez

De acuerdo con Ezcurra (2002), el género Justicia es el mas grande y complejo de la familia
Acanthaceae, y estd muy diversificado en las regiones tropicales y subtropicales del
continente americano. El género comprende aproximadamente 600 especies de hierbas y
arbustos perennifolios, a nivel mundial y en México esta representado por alrededor de 75
especies. Desde el punto de vista etnobotanico, J. spicigera es la que tiene un amplio uso en
nuestro pais. A continuacion, se presenta la descripcion y distribucion de J. spicigera.

Descripcidon: Hierba o arbusto de 1-2.5 m. Hojas opuestas, 3-20 cm largo, 1-7 cm
ancho, ovadas, elipticas, acuminadas en el apice, base atenuada, margen entero a sinuado,
pubescentes, peciolos ca. 2 cm largo. Inflorescencias en racimos, paniculas o cimas, ca. 10
cm largo; flores cortamente pediceladas a subsésiles, dispuestas de un solo lado del raquis;
bracteas y bractéolas ca. 2 mm largo, ca. 1 mm ancho, angostamente triangulares a
triangulares; céliz ca. 4 mm largo, 5 I6bulos, ca. 3 mm largo, ca. 1 mm ancho, lanceolados a
triangulares, glabros o pubescentes; corola ca. 3 cm largo., ca. 1 cm ancho, anaranjada a
roja, labio superior entero, labio inferior enrollado, con tricomas incospicuos en la base;
estambres 2, exsertos; estilo exserto, estigma inconspicuamente lobulado. Fruto de forma

capsular, estipitado, con retinaculos adheridos; semillas 2 a 4, usualmente lenticulares.

Distribucion: desde Centroamérica a México (Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Nayarit,

Oaxaca, Querétaro y Yucatan). También se cultiva en huertos familiares.
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Fenologia: Floracion de diciembre a mayo. Es raro encontrarla en fruto.

Figura 5. A) Rama con inflorescencias; B) Frutos maduros; C) Flor; D) Corola con los estambres adnatos; E)
Pistilo; F) Antera; G) Estigma. llustracion realizada por: Biol. Sahid Anzaldo Madero (2020)
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CAPITULO 3. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE JUSTICIA SPICIGERA

Existen hasta la fecha numerosos estudios farmacoldgicos reportados principalmente para
extractos hidroalcohdlicos y acuosos de la droga cruda de J. spicigera. Estos se han
ensayado preclinicamente para actividad anticancerigena y citotoxica, inmunomoduladora,
antihipertensiva, antidiabética, ansiolitica, antimicrobiana, antiparasitaria y sobre la actividad
gastrointestinal. En este capitulo se presentan los resultados de la consulta y andlisis de

todos los trabajos relacionados a estas actividades farmacoldgicas.

3.1 Actividad anticancerigenay citotéxica

El cancer es definido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2019) como un
conjunto de enfermedades que pueden presentarse en un érgano o tejido; cuando las células
anormales se desarrollan de manera incontrolada, comienzan a expandirse mas all4 de sus
limites para invadir tejidos adyacentes del cuerpo y/o diseminarse a otros organos. En
México, hasta el 2020 las muertes por tumores malignos ocupaban el cuarto puesto para
ambos sexos tan solo después de las enfermedades cardiovasculares, la COVID-19 y la
diabetes mellitus segun datos reportados por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI, 2021).

Los estudios encaminados a demostrar el efecto citotoxico de la planta fueron
realizados primeramente por Caceres y colaboradores en el 2001. Ellos utilizaron células TF-
1 (leucemia humana) y una bateria de células hematopoyéticas y adicional, una célula
transfectada con el gen bcl-2 (TB-1). Inicialmente, las células TF-1 fueron expuestas a un
extracto acuoso de J. spicigera el cual provoco una disminucién en el nimero de células.
Posteriormente, para comprobar que el efecto citotoxico que se presentaba no era debido a
la ausencia del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-SCF), se
adiciono este factor a las células TF-1. Este factor es importante para el crecimiento de esta
linea celular. Los autores encontraron que aun con la presencia del factor, el efecto citotéxico
de J. spicigera también se presentaba. Adicionalmente, al exponer a las células TF-1 a una
concentracion mayor del extracto se indujo la muerte de toda la poblacion celular. La linea
celular TB-1 transfectada con bcl-2 no presenté cambios en su densidad celular a una baja
concentracion del extracto, de hecho, a una concentracién mas elevada no se logré la muerte
de toda la poblacion celular a diferencia de las células TF-1. En cuanto a las células
provenientes de médula 6sea de raton y células sanguineas de cordon umbilical humano su

densidad celular no se vio afectada por el extracto. Por otra parte, los autores mencionan que
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la presencia de ampollas en la membrana celular es una caracteristica de la muerte celular.
En las células TF-1 después del tratamiento con J. spicigera se observo esta caracteristica, a
diferencia de las células TB-1 donde no se detectaron, por lo que su formacion podria estar
inhibida por el gen bcl-2. Ademas, en las lineas celulares 32D (médula 6sea), TF-1, 3T3
(fibroblastos sanos), CALO (carcinoma de células escamosas de cuello uterino) e INBL
(carcinoma de células escamosas de cuello uterino) el tiempo al que ocurria la formacion de

ampollas estaba directamente relacionado con el tiempo de division celular.

También, los autores quisieron ver el efecto del extracto sobre la apoptosis utilizando
el ensayo de TUNEL en células TF-1, células de médula 6sea de raton y células sanguineas
de cordén umbilical humano, obteniendo una tasa de apoptosis del 90%, 10% y 8%,
respectivamente. También, se detecté una alta velocidad de apoptosis en la linea celular TF-
1, que son células que presentan una elevada rapidez de proliferacion. Finalmente,
evaluaron el efecto del extracto sobre el nivel de proliferacion de las células 32D y 32D
transfectadas con el gen bcl-2 expuestas a diversas concentraciones del extracto.
Unicamente para las células 32D, su comportamiento se vio afectado a las concentraciones
mas altas (7.5% y 10%). Por otra parte, las células 32D bcl-2 mostraron un comportamiento
diferente, donde casi todas las concentraciones (2.5%, 5% y 7.5%) promovieron un aumento

en su poblacién celular.

Otros autores, como son Jacobo-Salcedo et al. (2011) también evaluaron el efecto de
un extracto etandlico preparado con las hojas de J. spicigera contra cinco lineas celulares,
MCF-7 (cancer de mama), HelLa (adenocarcinoma cervical), DU-145 (cancer de prostata),
SKOV-3 (cancer de ovario) y SW-480 (adenocarcinoma colorrectal). Estas células fueron
expuestas a concentraciones de 1-200 ug/mL del extracto. Obtuvieron valores de Clso para
MCF-7, HelLa, SW-480, DU-145 y SKOV-3 de 28+5.1, 17+2.6, 49+3.4, >200 y 43+4.5 pg/mL
(utiizando como control positivo cisplatino, 7.1 +1.1, 3.21 0.9, 13.68 = 1.3, 2.56 £ 0.7,
10.7+1.3 pyg/mL, respectivamente). Los resultados muestran que el extracto solo es activo en

las lineas celulares MCF-7 y Hela.

Alonso-Castro y colaboradores (2012) evaluaron, también, los efectos del extracto
etandlico de las hojas de J. spicigera sobre células de adenocarcinoma cervical (HelLa) las
cuales expusieron a una concentracion de 17 pg/mL que corresponde a la Clso previamente

establecida por Jacobo-Salcedo et al. (2011). El extracto de la planta indujo apoptosis en el
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35% de la poblacién celular y el cisplatino (2 pg/mL) en un 54%. Estos autores utilizaron
como control negativo células sanas HaCaT (queratinocitos humanos) en las cuales solo en
el 7% se observé apoptosis, a diferencia del cisplatino que lo indujo en el 56%. Por otra
parte, en ratones atimicos nu/nu indujeron tumoracién utilizando células HelLa, y en estos se
redujo significativamente en un 28%, 41% y 53% el tamafio del tumor (a dosis de 10, 50 y
100 mg/kg, respectivamente), mientras que el cisplatino (1 mg/kg) redujo el tamafio del tumor
en un 63%. Finalmente, los autores observaron una reduccion en el peso del tumor en un
24%, 44% y 51%, con las dosis previamente evaluadas; el cisplatino redujo el peso del tumor
en un 67%. También, evaluaron el efecto citotoxico sobre células mononucleares de sangre
periférica, en donde detectaron el dafio al DNA utilizando el ensayo cometa a
concentraciones de 200 y 1 000 pg/mL del extracto. Con este experimento detectaron el
mismo resultado que presentd el control positivo (arsenito de sodio a 65 ng/mL) que es el
momento y longitud de la cola.

El efecto del extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de las partes aéreas (tallo y
hojas) de J. spicigera sobre la linea celular LnCaP (adenocarcinoma de prostata sensible a
andrégenos) fue evaluado por primera vez por Fernandez-Pomares y colaboradores en 2018.
Ellos evaluaron el efecto citostatico del extracto a nivel de las diferentes fases del ciclo
celular de las células LnCaP, observando cambios importantes en cada una de ellas,
principalmente, una disminucién de 7.87+0.82% en el numero de células que entraban en
mitosis; a la concentracion de 4 000 pug/mL se presentd una reduccion en el crecimiento
celular en un 62+1.7% y con una concentracion inhibitoria 50 (Clso) de 30261421 pg/mL. Los
autores, también evaluaron la viabilidad celular para descartar efectos citotoxicos ejercidos
por el extracto, pero ninguna de las concentraciones redujo la viabilidad celular mas del 50%
ni se observaron cambios en la morfologia celular, por lo que el efecto anti proliferativo no

era mediado por un mecanismo citotoxico.

3.2 Actividad inmunomoduladora

Alonso-Castro et al. (2012) evaluaron la fagocitosis ejercida por macrofagos activados
con el extracto de J. spicigera. Los macréfagos activados juegan un papel importante en la
respuesta del sistema inmune al generar fagocitosis. En pacientes inmunosuprimidos el
factor de crecimiento transformante 3 (TGF-) promueve la polarizacion de macréfagos hacia
el tipo M2 los cuales son macréfagos reguladores que inhiben la actividad citotoxica de las

células NK (Ochoa-Carrillo et al., 2013). Los autores evaluaron concentraciones de 100 y 200
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png/mL de un extracto etandlico de las hojas sobre la fagocitosis de levaduras Saccharomyces
cerevisiae. Ellos detectaron que el efecto sobre la fagocitosis ejercida por J. spicigera fue
superior a la ejercida por macrofagos activados con lipopolisacaridos (1 pg/mL).
Adicionalmente, cuantificaron de manera indirecta la produccién de oxido nitrico (NO)
utilizando la reaccion de Griess (Figura 6), que consiste en la cuantificacién de un compuesto
colorido que presenta una absorcién a una longitud de onda de 540 nm (Bryan et al., 2007).
Este compuesto colorido es generado a partir de la reaccion inicial del trioxido de dinitrégeno
(N203), que se genera in situ a partir de la presencia de nitritos (NOz2) y 6xido nitrico (NO),
con la sulfanilamida; la formacion del N20Os esta limitada por la cantidad de NO2" y NO. De
manera adicional, los autores determinaron la cantidad de peréxido de hidrégeno (H20:2) de
manera indirecta mediante la conversién del colorante rojo de fenol de una coloracién roja a
amarilla (absorcion a una longitud de onda de 600-610 nm) por accion del H202 en presencia
de la peroxidasa de rdbano picante (HRP, por sus siglas en inglés) (Pick et al., 1981). La
cantidad de NO y H20:2 producida por macréfagos activados con el extracto (200 pg/mL) fue

superior a la cantidad producida por macréfagos activados con lipopolisacaridos (1 ug/mL).

OSSNH2ONH2

Sulfanilamida

NO,- NO
+ H*
N,Os +02
Q NH NH,
038NH2~©7||\|1H+ +
R
lon diazonio
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OSSNHQ—Q— N—'NH N

Compuesto colorido (Amax= 540 nm)

Figura 6. Reaccion de Griess para la cuantificacion indirecta de los niveles producidos de 6xido nitrico. Tomada
de Bryan et al. (2007)
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También, los autores analizaron el efecto de los esplenocitos murinos obtenidos a
partir del bazo de ratones C57BL/6 sobre células de leucemia mieloide aguda (K562). Los
esplenocitos fueron utilizados como células efectoras activadas por el extracto etandlico de J.
spicigera para actuar como células asesinas naturales (NK: natural killer cells). El extracto
promovio la actividad NK de los esplenocitos en un 9.9% (100 pyg/mL) y 10.7% (200 pg/mL) vy,
también, promovio la viabilidad celular de los esplenocitos en un 127% (100 ug/mL) y 134%
(200 pg/mL). Este resultado es relevante porque el bazo participa en la lucha contra las
infecciones sistémicas, mientras que las células NK desempefian un papel fundamental en la
vigilancia inmunitaria mediante la secrecion de citocinas como el IFN-y. J. spicigera estimula
la proliferacidon de esplenocitos murinos e induce la actividad de las células asesinas
naturales. Por lo tanto, J. spicigera ejerce importantes efectos inmunomoduladores sobre las

respuestas inmunitarias mediadas por macréfagos, esplenocitos y células NK.

3.3 Actividad antiparasitaria

Dentro de los parasitos contra los cuales J. spicigera ha sido evaluada incluyen:
Giardia lamblia (sinénimos: Giardia intestinalis, Giardia duodenalis), Trypanosoma cruzi y
Leishmania mexicana. Giardia lamblia es un microrganismo unicelular eucariota causante de
enfermedades diarreicas; la infeccion del huésped se logra mediante la ingesta del quiste de
agua o alimentos contaminados y/o contacto oral-fecal. La exposicion del quiste al &cido
estomacal lleva a la transformacién de los quistes hacia trofozoitos en la porcion proximal del
intestino delgado. El trofozoito es la forma vegetativa y se replica en el intestino delgado,

donde causa sintomas de diarrea y malabsorcion (Adam, 2001).

Ponce-Macotela et al. (2001), encontraron que al exponer a trofozoitos de Giardia
duodenalis con el extracto etandlico de las hojas de J. spicigera se inhibia su crecimiento a
una concentracion de 84+20 ug/mL en trofozoitos provenientes de un paciente pediatrico y
125+20 ug/mL en trofozoitos aislados de ovejas macho. También, se realiz6é el ensayo de
viabilidad celular conocido como MTT a través del cual la sal de tetrazolio (MTT) se reduce a
formazan (color purpura) por accion de la succinato deshidrogenasa (Figura 7) y se acumula
dentro de las células y mediante la adicion de disolventes como dimetilsulféxido (DMSO) o
isopropanol el formazan se solubiliza y libera de las células para su cuantificacién

espectrofotométrica (Inayat-Hussain et al., 2009).
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Figura 7. Reaccion en la que se basa el ensayo de viabilidad celular conocido como MTT. Tomado de Inayat-
Hussain et al. (2009)

Los autores lograron la muerte del 97+2% de la poblacion de trofozoitos a una
concentracion de 417 pg/mL del extracto. Ademas, al analizar las micrografias de los
trofozoitos se observd que las células de los trofozoitos perdian su tamafio y forma. Las
células aparecian hinchadas, las membranas nucleares y celulares se dafaron, se
observaron estructuras como agujeros en el ndcleo y el citoplasma, los ribosomas se

desplazaron y en algunos lugares dieron parte a camulos de ribosomas.

Por otra parte, el extracto metandlico de las partes aéreas de J. spicigera mostré una
actividad moderada contra los trofozoitos de Giardia lamblia aislados de un individuo

sintomatico con una Clso = 117.41ug/mL reportado por Peraza-Sanchez et al. (2005).

Trypanosoma cruzi, parasito causante de la enfermedad de Chagas, logra la infeccion
de las células del huésped en su estadio méas invasivo que es como tripomastigote (Hemmige
et al., 2012). Con la finalidad de evaluar el efecto del extracto metandlico de las raices de J.
spicigera, Abe y colaboradores (2005) evaluaron el efecto sobre los tripomastigotes
recolectados del sobrenadante del cultivo de células de riibn de mono rhesus obteniendo
una CMaoo > 500 pg/mL que definieron como la concentracion minima a la cual se eliminaron
completamente los tripomastigotes. Adicionalmente, los autores evaluaron el efecto del
extracto sobre los epimastigotes de T. cruzi sobre los cuales el extracto no ejercio actividad

alguna.

Leishmania mexicana presenta dos estadios: promastigote que es la forma infectiva y
amastigote, que es la forma replicativa del parasito. Una vez que los promastigotes ingresan
al torrente sanguineo son fagocitados por los macréfagos dentro de los cuales se convierten

en amastigotes reproduciéndose en las células de diversos tejidos. En México, la mayoria de
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los casos corresponden a leishmaniosis cutanea predominante en los estados de Veracruz,
Tabasco, Oaxaca, Chiapas, Nayarit, Yucatan, Quintana Roo y Campeche, en el sureste del
pais; y en Coahuila, Nuevo Ledén, Tamaulipas, Hidalgo y San Luis Potosi, en el norte
(Gonzalez-Tovar et al., 2017). El efecto del extracto metandlico de las partes aéreas (hojas y
tallo) de J. spicigera fue evaluado por Peraza-Sanchez y colaboradores (2007) sobre los
promastigotes de L. mexicana aislados de un paciente de Belice obteniendo una Clso = 513

Mg/mL.

En 2018 Awad et al. evaluaron el efecto del extracto etandlico obtenido de las partes
aéreas de J. spicigera sobre Schistosoma mansoni, parasito que es predominante en climas
tropicales y produce esquistosomiasis, la cual se caracteriza por inflamacién del colon con
pélipos en la parte proximal con supuracién blanquecina (Hams et al., 2013) y genera
esquistosomiasis hepatoesplénica que se caracteriza por inflamacién y fibrosis de ciertas
partes del higado (Shaker et al., 2014). La infeccidn por este parasito fue inducida en ratones

CDL1 con cercarias obtenidas de Biomphalaria alexandrina infectadas (Figura 8).
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// ( P A de haberlos infectado
D) Wt .
e NSy \
Huevo de S. ud S—— g
mansoni T, J
Los huevos de S. 53 L= s a
mansoni i ¢ - 2 ‘\://‘/—'—~ == \
eclosionany i &
liberan miracidas &
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Figura 8. Proceso de infeccion en ratones CD1 inducida por S. mansoni
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Después de exponer los ratones por una semana al extracto etandlico (500 mg/kg), el
numero de gusanos macho se redujo en un 56.52%, mientras que mirazid (600 mg/kg) los
redujo en un 82.60%; los gusanos hembra fueron reducidos en un 50.00% y 75.00%,
respectivamente. También, los autores evaluaron el efecto del extracto sobre los gusanos
acoplados (gusano hembra unido al gusano macho), los cuales fueron reducidos en un
33.33% y 66.66%, respectivamente. También, evaluaron la funciébn hepética mediante la
cuantificacion de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa
(ALT), fosfatasa alcalina (ALP) y gamma glutamil transpeptidasa (GGT). En los ratones
infectados con S. mansoni que no recibieron ningun tratamiento (mirazid o extracto) la
actividad enzimatica de AST, ALT, ALP y GGT se incrementé en un 36.19%, 75.65%,
104.16% y 137.48%, respectivamente, esto en relacion a los ratones que no recibieron
tratamiento y no se encontraban infectados. La actividad de dichas enzimas se vio reducida
en los ratones infectados que recibieron extracto en un 20.00%, 17.60%, 27.95% y 41.17%,
respectivamente; aquellos que recibieron mirazid presentaron una reduccién en un 24.10%,
22.47%, 20.00% y 43.05%, respectivamente. Por otra parte, los autores también
determinaron el contenido de proteinas totales en muestra de sangre de ratones sanos e
infectados, y encontraron que su contenido aumento significativamente en ratones infectados
que no recibieron tratamiento en un 34.97% (23.35+3.59 mg/mL) en relacién a los valores
normales presentados por los ratones sanos (17.30+2.12 mg/mL), mientras que en los
ratones infectados tratados con extracto o mirazid se redujeron en un 22.91% (18.00+1.63

mg/mL) y 25.26% (17.45+1.26 mg/mL) los niveles de proteinas totales.

Adicionalmente, debido a que la esquistosomiasis genera estrés oxidativo
caracterizado por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) y el incremento de enzimas antioxidantes enddgenas, los autores evaluaron los
efectos del extracto sobre la actividad de SOD y MDA. En el higado de los ratones infectados
con S. mansoni la actividad del malondialdehido (MDA) y superoxido dismutasa (SOD)
aumenté en un 87.55% (0.30+0.02 pg/mg de proteina) y 32.43% (129.02+6.06 umol/mg de
proteina) en contraste con el grupo de ratones sanos (0.16+0.01 pg/mg de proteina y
97.42+22.43 pmol/mg de proteina). El tratamiento con el extracto etandlico de J. spicigera
redujo la actividad de MDA en un 20% (0.24+0.04 pug/mg de proteina) y el mirazid en un
26.66% (0.22+0.02 pg/mg de proteina). La actividad de la SOD disminuyé en un 16.71%
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(107.46+4.34 pmol/mg de proteina) en los ratones que recibieron el extracto como
tratamiento y 14.81% (109.91+6.06 umol/mg de proteina) en ratones que recibieron mirazid.
Por otro lado, la actividad del glutation (GSH) disminuy6é en ratones infectados que no
recibieron tratamiento en un 44.62% (9.79+0.74 pg/mg de proteina) respecto al grupo no
infectado (17.68+2.10 ug/mg de proteina) y, a su vez, el extracto y mirazid aumentaron su
actividad en un 55.66% (15.24+1.59 pug/mg de proteina) y 13.78% (11.14+1.01 pg/mg de

proteina) respecto a grupo infectado que no recibio tratamiento.

Finalmente, Awad et al. (2018) realizaron tinciones de eosina-hematoxilina en cortes
de higado y al observarlos al microscopio se encontraron con que el higado de los ratones
infectados que no recibieron tratamiento presentaba inflamacion granulomatosa rodeando a
los miracidios vivos de S. mansoni y en la parte mas externa habia presencia de eosindfilos,
neutrofilos, linfocitos y fibras gruesas de colageno. El higado de ratones infectados tratados
con el extracto etandlico de J. spicigera y mirazid mostraron una reduccién en nimero y
tamafo de la inflamacién granulomatosa rodeando a miracidios muertos de S. mansoni y a

su vez rodeados de eosindfilos, neutréfilos, linfocitos y fibras gruesas de colageno.

3.4 Actividad antibacteriana

La resistencia antimicrobiana (RAM) es definida por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS, 2020) como los cambios que ocurren con el tiempo en bacterias, virus, hongos
y parasitos que provocan que ya no respondan a los medicamentos empleados para tratar
las enfermedades que causan, incrementandose el riesgo de propagacion e incluso la
muerte. Jacobo-Salcedo et al. (2011) evaluaron el efecto del extracto etanélico de las hojas
de J. spicigera sobre patdgenos multirresistentes a cloranfenicol, tetraciclina, penicilina y
eritromicina, pero sensibles a neomicina. Las bacterias evaluadas incluyeron a Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter Iwoffii, Burkholderia cepacia, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. El
método empleado para dicha evaluacion fue el método de difusién en disco o Kirby-Bauer
gue consiste en inocular masivamente una placa de agar con una cantidad estandarizada del
microorganismo de prueba y sobre la superficie se colocan discos impregnados con el
agente antimicrobiano los cuales difunden durante el periodo de incubacion formando un halo
de inhibicibn que entre mayor sea el diametro mayor es la inhibicion del microorganismo

(Tortora et al., 2013). El extracto de la planta no present6 actividad contra E. faecalis, S.

38



aureus, S. haemolyticus, A baumannii, B. cepacia y E. coli, pero si contra A. Iwoffii y P.
aeruginosa a una concentracion de 375 ug/disco presentando un diametro de inhibicién de
11+2 mm y 1243 mm (incluyendo los 6 mm del disco), respectivamente. La neomicina (25
pg/disco) empleada como control positivo ejercido un halo de inhibicion de 20+3 mm, 19 +2
mm, 20+2 mm, 152 mm, 21+2 mm, 17£3 mm, 203 mm y 15+2 mm sobre E. faecalis, S.
aureus, S. haemolyticus, A. baumannii, A. lwoffii, B. cepacia, E. coli y P. aeruginosa,

respectivamente.

Vega-Avila et al. (2012) evaluaron sobre cepas (no resistentes) de Staphylcoccus
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri al
extracto etanodlico de todas las partes de J. spicigera y una fraccibn hexanica obtenida a
partir de reparto liquido-liquido del extracto etandlico. El método empleado para dicha
evaluacion fue el de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), el cual consiste en preparar
disoluciones con concentraciones decrecientes del principio activo a evaluar, en un medio de
cultivo liquido inoculados con los microorganismos en estudio. La CMI corresponde a la
concentracion a la cual no se observa crecimiento (Tortora et al., 2013). En este caso, se
empled resazurina como indicador de la viabilidad celular y las células metabdlicamente
activas son capaces de reducir la resazurina a resorufina por accion de la NADPH o NADH
reductasa (Figura 9). Se obtuvieron valores de CMI para S. typhi, S. typhimurium, S. flexneri,
E. coliy S. aureus de 0.625, 1.25, 1.25, 2.5y 1.25 mg/mL con el extracto etandlico, mientras
gue para las fracciones hexanicas se obtuvieron valores de 0.0781, 0.625, 0.156, 2.0y 1.25
mg/mL, respectivamente; viendo estos resultados, la fraccion hexanica demostré ser mas
activa que el extracto etandlico. La estreptomicina y penicilina empleadas como controles
positivos ejercieron CMI de 39, 0.019, 1.22, 4.88 y 9.76 pug/mL o Ul/mL sobre S. flexneri, S.

typhimurium, S. typhi, E. coli y S. aureus, respectivamente.

NADH NAD*

Resorufina
Resazurlna

Figura 9. Reaccion de conversién de resazurina a resorufina por accion de la NADPH o NADH reductasa.
Tomado de Kuete et al. (2017)
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Bernardo-Mazariegos et al. (2019) evaluaron por primera vez el efecto de las
nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto acuoso de las hojas de J. spicigera
sobre Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes. Utilizaron el método
de difusién en disco, para lo cual emplearon el extracto y las nanoparticulas de plata que
contenian el extracto a una concentracion de 100 mg/mL. El extracto acuso de J. spicigera
mostré un halo de inhibicién de 5.3£0.2 mm, 6.0+0.5 mm y 6.0+0.3 mm, mientras que las
nanoparticulas de plata mostraron valores de 10.0£0.2 mm, 8.3+0.6 mm y 7.1+0.4 mm sobre
B. cereus, K. pneumoniae y E. aerogenes. Los autores llegaron a la conclusion de que las
nanoparticulas de plata son mas efectivas que el extracto acuoso de J. spicigera.

3.5 Actividad antimicotica

Las infecciones mas recurrentes en poblacion mexicana, de acuerdo con una revision
realizada por Corzo-Lebn et al. (2015), incluian la candidiasis vulvovaginitis recurrente,
aspergilosis broncopulmonar alérgica, aspergilosis pulmonar croénica, queratitis fangica,
candidiasis invasiva, infecciones fungicas severas asociadas al virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), coccidioidomicosis, aspergilosis invasiva asociada a la enfermedad pulmonar

obstructiva crénica, infecciones flngicas severas asociadas a leucemia y mucormicosis.

Jacobo-Salcedo y colaboradores (2011) evaluaron el efecto de inhibicién del extracto
etanodlico obtenido a partir de las hojas de J. spicigera sobre Candida albicans, Candida
tropicalis y Trichosporon beigelii mediante el método de difusiébn en disco. El extracto no
ejercio ningun efecto sobre Candida albicans, mientras que sobre Candida tropicalis presenté
un halo de inhibicion de 10+1 mm a una concentracién de 75 pg/disco y sobre Trichosporon
beigelii present6 un didmetro de inhibicion de 11+2 mm a una concentracion de 375 pg/disco.
La neomicina (control positivo) presentdé un halo de inhibicion de 23+3, 19+2 y 2042 mm

sobre C. albicans, C. tropicalis y T. beigelii.

Vega-Avila et al. (2012) también evaluaron la actividad antimicética del extracto
etandlico y fraccion hexanica de todas las partes de J. spicigera sobre C. albicans a través
del método de CMI. El extracto etandlico no mostr6 actividad contra C. albicans, sin
embargo, la fraccion hexanica presenté una CMI de 0.25 mg/mL. La fraccidén hexanica resulto

ser mas activa que el extracto etandlico.

Bernardo-Mazariegos y colaboradores (2019) evaluaron el efecto del extracto acuoso

y las nanoparticulas de plata fabricadas a partir del extracto acuoso obtenido de las hojas de
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J. spicigera sobre Macrophomina phaseolina, Alternaria alternate, Colletotrichum sp. y
Fusarium solani que son agentes patégenos que causan enfermedades a las plantas como
son pudricién, blanqueamiento de las hojas y marchitamiento, principalmente. La evaluacion
fue realizada mediante la prueba de cultivo dual en placa (division de la placa de cultivo), en
una mitad evaluaron el extracto y en la otra mitad las nanoparticulas de plata. Las
nanoparticulas de plata inhibieron el crecimiento micelar de M. phaseolina, A. alternate,
Colletotrichum sp. y F. solani en un 80.95+1.35%, 62.12+4.50%, 40.16+2.35% vy

35.60+3.55%, respectivamente. El extracto acuoso no mostré actividad.

3.6 Actividad antiinflamatoria

La inflamacion es una respuesta compleja del sistema inmunolégico a una infeccion,
exposicidon a toxinas o lesion tisular que provoca la acumulacion extravascular de proteinas y
leucocitos. La reaccion localizada que tiene lugar en los tejidos se conoce como inflamacién
aguda, la cual estd compuesta de dos fases: innata y adaptativa. La respuesta innata se
activa inmediatamente después de la exposicidn y hasta que el patdégeno o el dafio es
reconocido por la respuesta innata se desencadena la respuesta adaptativa (Abbas, 2012).
La inflamacién aguda es un proceso a corto plazo que se produce como respuesta a una
lesion tisular y su evaluacion se puede realizar a traves de diversos ensayos que incluyen la
evaluacion del edema formado en patas de rata inducido por carragenina, cuyo proceso
inflamatorio se basa en dos etapas: filtracidn excesiva de liquido a través de los capilares
vasculares y drenaje inadecuado del intersticio por los vasos linfaticos (Patil et al., 2019). La
evaluacion consiste en la administracion subcutdnea de carragenina en el lado plantar de la
pata trasera con una solucién de carragenina provocando una reaccion inflamatoria para
después administrar el agente antiinflamatorio y determinar el porcentaje de inhibicién del

edema.

El efecto antiinflamatorio generado por los extractos de metanol, cloroformo y hexano
de las hojas de J. spicigera se evalud por primera vez por Meckes et al. (2004) en ratas
macho Sprague-Dawley mediante el ensayo de edema plantar inducido por carragenina. Se
produjo la muerte en ratas expuestas a los extractos de cloroformo y hexano a una dosis de
400 mg/kg, mientras que el extracto metandlico a la misma dosis presenté una actividad

moderada con un porcentaje de inhibicion del edema de 39.0+2.6% y 40.3+4.8 % para la
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primera (1 h después de la administracion de carragenina) y segunda fase (3 h después de la

administracion de carragenina), respectivamente.

El efecto del extracto etandlico de J. spicigera sobre marcadores bioquimicos,
fisiologicos y de inflamacion relacionados con la obesidad fue evaluado por Real-Sandoval y
colaboradores en 2020. El extracto fue obtenido a partir del polvo adquirido de Future
Foods®. La ganancia de peso en ratas Wistar tratadas con dieta alta en grasas fue de
312.56+8.12 g en contraste con los 212.63+4.26 g ganados por ratas que recibieron dieta
estandar. Las ratas que recibieron dieta alta en grasas junto al extracto etandlico (250 ug/kg)
redujeron la ganancia de peso en un 44.84% (172.41+£14.67 g). La ingesta caldrica en ratas
que recibieron dieta alta en grasas fue en promedio de 113.47+8.10 kcal/dia, mientras que
las ratas que recibieron dieta estandar consumieron 87.44+1.97 kcal/dia. Esto se debio a la
densidad caldrica de ambas dietas, siendo de 3.1 kcal/g para la dieta estandar y 4.5 kcal/g
para la dieta alta en grasa. A pesar de ello, la ingesta caldrica en las ratas que recibieron
dieta alta en grasas junto al extracto (250 ug/kg) se redujo en un 25.84% (84.15+5.75
kcal/dia).

Posteriormente, los autores determinaron el indice relativo de tejido adiposo mediante
la relacion del peso total del tejido adiposo (tejido adiposo epididimario y retroperitoneal)
entre el peso total de las ratas. El indice relativo de tejido adiposo en las ratas que recibieron
dieta alta en grasas aument6 a 6.77+0.46 de los 3.37+0.13 presentados por las ratas que
recibieron dieta estandar. Las ratas que recibieron dieta alta en grasas junto al extracto (250
pg/kg) redujeron en un 44.61% (3.75+0.38) dicho indice.

Adicionalmente, los autores evaluaron el efecto del extracto sobre los niveles
sanguineos de colesterol total, lipoproteina de alta (HDL) y baja densidad (LDL) y
triglicéridos. Primeramente, los autores obtuvieron estos parametros en ratas con una dieta
alta en grasas y en ratas con dieta estandar. Era de esperarse que las ratas que recibieron la
dieta alta en grasas presentaran valores elevados de estos parametros sanguineos. Por otra
parte, las ratas que recibieron una dieta alta en grasas junto con el extracto de J. spicigera
(250 pg/kg) redujeron sus niveles de triglicéridos (73.01 mg/dL), colesterol total (52.52 mg/dL)
y LDL (13.11 mg/dL), sin embargo, aumentaron significativamente sus niveles de HDL (29.84
mg/dL). Los niveles de HDL incrementaron debido a que ejercen un efecto protector contra

enfermedades cardiovasculares, al extraer colesterol de las lesiones aterosclerdticas y
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transportarlo hasta el higado para su posterior metabolismo y eliminacién intestinal junto con

las heces (Maldonado-Saavedra et al., 2012).

Ademas, los autores (Real-Sandoval et al., 2020) realizaron el ensayo de tolerancia a
la glucosa para evaluar la sensibilidad a la insulina en las ratas en la octava semana de
tratamiento, pero los resultados no mostraron diferencias significativas en ninguno de los

tratamientos.

Finalmente, de manera adicional, los autores evaluaron la expresion de genes
relacionados con la inflamacién como el gen TlIr4 que se expresa en una amplia variedad de
células hepaticas como respuesta a la estimulacion con lipopolisacéridos y &acidos grasos
activando vias proinflamatorias y la produccién de citocinas, como TNF-qa, IL-6. e IFN-y. En
las ratas que recibieron dieta alta en grasas los niveles de expresion de los genes TIr4 y Tnf-
a aumentaron 2.5 y 2.4 veces en contraste con los niveles expresados en las ratas que
recibieron dieta estdndar como tratamiento, mientras que en ratas que recibieron dieta alta
en grasas junto al extracto se redujeron 149.5 y 5.5 veces los niveles de expresion de Tlr4 y

Tnf-a, respectivamente.

Los inflamasomas se pueden definir como complejos proteicos localizados en el
citoplasma de las células, que actian como sensores y son mediadores del desarrollo de la
inflamacion (Montafio-Estrada et al., 2017). La activacion del inflamasoma NLRP3 esta
involucrada en la modulacion de la inflamacién y la fibrosis hepatica, por lo que los autores
realizaron el analisis de expresion de los genes NiIrp3, Caspasa-1, IL-16 e IL-18 en el higado.
Las ratas que recibieron dieta alta en grasas presentaron un aumento de 1.81, 252.2, 6.33 y
6.71 en la expresion de los genes NIrp3, Caspasa 1, IL-18 e IL-18, respectivamente. Los
niveles de expresion de dichos genes disminuyeron significativamente en las ratas que

recibieron dieta alta en grasas junto al extracto como tratamiento.

La expresion de los factores de transcripcion que regulan el metabolismo lipidico se
altera con la obesidad, es por eso que los autores evaluaron la expresién de los genes Ppar-
vy y Srebp-1c. La regulacion negativa de la proteina SREBP-1c suprime la lipogénesis y la
regulacion negativa de la proteina PPAR-y evita la acumulacion de lipidos. Los niveles
relativos de transcripcion de Ppar-y y Srebp-1c aumentaron 1.32 y 1.05 veces mas en las
ratas que recibieron dieta alta en grasas en comparacién con el grupo de ratas que recibio
dieta estandar, mientras que los niveles de expresion de dichos genes disminuyeron en las
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ratas que recibieron dieta alta en grasas junto al extracto. Durante el proceso inflamatorio, la
proteina PPAR-a promueve la inactivacion de NF-kB; en ratas que recibieron dieta alta en
grasas los niveles de expresion del gen Ppar-a que codifica para esta proteina disminuyeron
61.7 veces en contraste con las ratas que recibieron dieta estandar y dichos niveles
aumentaron 622.3 veces con el tratamiento del extracto. Por ultimo, la proteina UCP-2 regula
la produccion de ROS mitocondriales (especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en
inglés), las cuales estan involucradas en el desarrollo de procesos inflamatorios, y
consecutivamente en la progresion de enfermedades inflamatorias cronicas como obesidad,
diabetes mellitus tipo 2, entre otras. Los niveles de expresion del gen Ucp2 aumentaron 5.7
veces en las ratas que recibieron dieta alta en grasas como tratamiento, mientras que en
ratas que recibieron dieta alta en grasas junto al extracto dichos niveles disminuyeron
significativamente. El extracto de J. spicigera ejercio un evidente efecto protector contra la
respuesta proinflamatoria al modular la expresion de genes clave en el desarrollo de
procesos inflamatorios hepaticos lo que lo hace un potencial candidato en el tratamiento de

enfermedades relacionadas con la inflamacién como lo es la obesidad.

3.7 Actividad antidiabética

La diabetes mellitus se puede definir como un trastorno metabdlico cronico
caracterizado por la incapacidad de producir o usar la insulina lo que provoca niveles
elevados de glucosa en sangre. Los principales subtipos de la misma incluyen la diabetes
mellitus tipo | (DMT1) y la diabetes mellitus tipo Il (DMT2). La DMT1 se caracteriza por la
ausencia de células 3 del pancreas lo que provoca niveles bajos e incluso nulos de insulina.
La DMT2 es provocada por un desbalance entre los niveles y la sensibilidad a insulina
(Sapra, 2021). De acuerdo con la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS,2019), 422
millones de personas la padecen a nivel mundial, la mayoria provenientes de paises de bajos
y medianos recursos y 1.6 millones de muertes se atribuyen a la diabetes anualmente. En
México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2018) reporté que hasta el

2018, 8.6 millones de personas mayores de 20 afios padecian diabetes.

La actividad antidiabética de J. spicigera se evalu6 mediante el ensayo de tolerancia a
la glucosa (OGTT, por sus siglas en inglés) el cual se emplea para diagnosticar la DMT2 en
el area clinica. Se administra cierta cantidad de glucosa (75 g) por via oral y se toman

muestras de sangre para cuantificar los niveles de glucosa durante cierto periodo de tiempo
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(2 h) y si el sujeto tiene una tolerancia normal a la glucosa sus niveles regresan a la
normalidad (Wile et al., 2014).

En el ensayo realizado por Ortiz-Andrade et al. (2012) se evalud el efecto del extracto
etandlico obtenido a partir de las hojas de J. spicigera sobre los niveles de glucosa de ratas
Wistar macho normoglicémicas y diabéticas. En ratas normoglicémicas el extracto (100
mg/kg) redujo los niveles de glucosa en un 27% (1 h), 39.5% (2 h), 45.8% (3 h) y 40.8% (4 h),
mientras que en ratas diabéticas la misma dosis produjo una reduccién de 155% (0.5 h) y

185% (1 h) en contraste con ratas sanas que no recibieron ningun tratamiento.

Adicionalmente, el grupo de Ortiz-Andrade et al. (2012) cuantificaron la captacion por
adipocitos murinos y humanos de un analogo de glucosa fluorescente conocido como 2-(N-
(7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-il) amino)-2-deoxiglucosa) (2-NBDG) y expuestos al extracto
etandlico de J. spicigera, con la finalidad de determinar si es uno de los mecanismos
mediante los cuales el extracto ejerce sus efectos como antidiabético. El extracto indujo la
captacion del analogo de glucosa por adipocitos murinos en un 35% (1 pg/mL), 67% (10
pg/mL) y 127% (50 pg/mL) en comparacion con los adipocitos murinos que recibieron
insulina (100 nM). En adipocitos humanos la captacion de 2-NBDG fue de 46% (1 pg/mL),
96% (10 pg/mL) y 115% (50 pg/mL). Finalmente, los efectos del extracto también fueron
evaluados en adipocitos murinos y humanos pre incubados con el factor de necrosis tumoral
a (TNF-a) con la finalidad de generar resistencia a la insulina. El extracto indujo la captacion
del analogo de glucosa en adipocitos murinos resistentes a insulina en un 42% (1 pg/mL),
72% (10 pg/mL) y 137% (50 pg/mL) en comparacion con los adipocitos sensibles a insulina y
en adipocitos humanos resistentes a insulina el extracto promovio la captacién de 2-NBNG

en un 52%, 85% y 99% a las concentraciones anteriormente mencionadas.

Por otra parte, el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico obtenido a partir de las
hojas de J. spicigera sobre la lipasa pancreatica y a-glucosidasa, las cuales estan
involucradas en el metabolismo de carbohidratos, fue evaluado por Ramirez y colaboradores
(2012); para el caso de la a-glucosidasa obtenida de la mucosa intestinal de ratas Sprague-
Dawley el porcentaje de inhibicion ejercido por el extracto etandlico de J. spicigera fue de
0.4+1.5% (1 mg/mL). El porcentaje de inhibicion de la lipasa pancreatica porcina ejercido por

el extracto etandlico de J. spicigera fue de 12.7+4.3% (1 mg/mL).
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3.8 Actividad antihipertensiva

La hipertension es un padecimiento frecuente que si no se trata adecuadamente
puede provocar trombosis coronaria, accidentes cerebrovasculares e insuficiencia renal. Un
método experimental que se usa para inducir hipertension en modelos animales es a través

de la administracion de NG-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME) (Campbell, 2006).

Esquivel-Gutiérrez et al. (2013) evaluaron el efecto de diversos tipos de extractos
(acuso, metandlico, cloroférmico y hexénico) obtenidos a partir de las partes aéreas (tallo,
hojas y flores) de J. spicigera sobre ratas macho Wistar a las cuales se les indujo
hipertension por administracion oral de L-NAME. L-NAME induce hipertension debido al
bloqueo en la sintesis de 6xido nitrico por la inhibicién de la 6xido nitrico sintasa. Este gas es
fundamental ya que causa vasodilatacion (aumento del didmetro del vaso sanguineo) que se
produce por la relajacion del musculo liso vascular. La vasodilatacion mejora el flujo
sanguineo y aumenta el aporte de oxigeno a las células en el sitio de liberacion del NO
(Tortora et al., 2013). El extracto de cloroformo fue el que presentd la mejor actividad
antihipertensiva mostrando una reduccién significativa en la presién arterial en ratas
hipertensas reduciendo los valores de 180/164+1.7/3.2 mmHg (sistolica/diastélica) a
149/133+4.0/3.7 mmHg (sistdlica/diastdlica), después de haber recibido el extracto. Por otra
parte, el extracto acuoso obtenido por maceracién en frio por 5 dias solo ejercié6 una
reduccién significativa de la presion arterial diastélica en ratas hipertensas de 148+6.6 a
128+4.5 mmHg. Por lo que respecta a los extractos metandlico y hexanico, estos no

mostraron ningun resultado satisfactorio.

En 2017, Magos-Guerrero et al. evaluaron nuevamente el efecto del extracto
metanadlico sobre ratas Wistar sanas e hipertensas y a diferencia de Esquivel-Gutiérrez et al.
(2013) solamente emplearon las hojas de J. spicigera. Cuantificaron los cambios en la
frecuencia cardiaca (FC) y la presion arterial (PA). El extracto de J. spicigera redujo la FC en
ratas normales de 358+2 a 327+8 pulsaciones/min, pero en ratas hipertensas hubo un
aumento de 370+7 a 37613 pulsaciones/min. En cuanto a la PA en ratas normales el grupo
gue recibié extracto presenté un valor de 107+1 mmHg, mientras que el grupo control
presento un valor de 104+1 mmHg y, en ratas hipertensas el grupo control present6 un valor
de 13913 mmHg, mientras que el grupo que recibié extracto presenté un valor de 136+1

mmHg, es decir, no se presentaron cambios relevantes en la presion arterial de ratas
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normales e hipertensas que recibieron el extracto. Posteriormente, ratas normales e
hipertensas fueron anestesiadas y se insertaron canulas en la arteria y vena femoral para
registrar la FC y PA y a través de ellas administraron el extracto, sin embargo, dado que el
extracto fue disuelto en una solucion isotonica de cloruro de sodio (NaCl) se produjo
hipotension en ratas normales, por lo que fue necesario afiadir un grupo de ratas normales a
las cuales se les administré NaCl. El extracto no produjo cambios en la FC en ratas normales
e hipertensas. Finalmente, al medir la presion arterial media (PAM) los autores observaron un
efecto dependiente de la dosis al administrar el extracto por via intravenosa en ratas sanas e

hipertensas.

3.9 Actividad sobre el Sistema Nervioso Central (SNC)

Debido al uso tradicional de la planta para el tratamiento del dolor, Zapata-Morales y
colaboradores (2016) evaluaron el potencial del extracto etandlico obtenido a partir de las
hojas de J. spicigera como agente antinociceptivo sobre ratones macho Balb/C. Inicialmente,
los autores llevaron a cabo la prueba de contorsiones con acido acético donde el extracto
redujo las contorsiones abdominales de 39.6 (vehiculo) a 33 y 35 contorsiones a las dosis de
50 mg/kg y 100 mg/kg, respectivamente. El extracto a una dosis de 200 g/kg redujo las

contorsiones a 18.8; este efecto fue similar al ejercido por el naproxeno sédico (150 mg/kg).

El siguiente ensayo realizado fue la prueba de la placa caliente, que consiste en
cuantificar el tiempo (en segundos) en el que los ratones se lamen las patas traseras o saltan
de la placa caliente. Las distintas dosis evaluadas del extracto (50, 100 y 200 mg/kg) no
ejercieron ningun efecto sobre el tiempo en el que los ratones se lamian las patas traseras o

saltaban pasadas 1 y 2 h del tratamiento.

Adicionalmente, en la prueba de movimiento de la cola se cuantific6 el tiempo de
latencia, que corresponde al tiempo (en segundos) desde que se coloca la cola en el
analgesimetro hasta que los ratones la retiran. El extracto indujo un aumento en el tiempo de
latencia de 3.3 s (0 min) a 5.7 s (60 min) y de 3.2 (0 min) a 5.9 s (60 min) a dosis de 100 y
200 mg/kg, respectivamente, mientras que la buprenorfina (1 mg/kg) aumento

significativamente el tiempo de latencia de 3.7 s (0 min) a 8.43 s (60 min).

Después, en la prueba de formalina los autores evaluaron la respuesta neurogénica
(0-15 min) e inflamatoria (15-45 min) de un extracto etandlico a través del lamido de la pata

trasera tras la administracion de formalina al 3%. En la fase neurogénica de la prueba, el
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extracto etandlico redujo el tiempo de lamido de 84.1 s (vehiculo) a 45 sy 33 s a dosis de
100 y 200 mg/kg, respectivamente. El extracto redujo la respuesta inflamatoria dada por la
disminucién en el tiempo de lamido de la pata trasera de los ratones de aproximadamente
198 s (solucion salina) a 100.4 s (100 mg/kg) y 47.4 s (200 mg/kg). El naproxeno sddico (150
mg/kg) redujo el tiempo de lamido a 51 s.

Finalmente, en la prueba de induccion del suefio (anestesia) por ketamina se midio el
intervalo de tiempo desde que se administraba la ketamina hasta que los animales no podian
enderezarse (tiempo de induccion del suefio) y el tiempo que tardaban en volver a
enderezarse (duracion del suefio). El extracto fue administrado previo a la administracion de
ketamina, e indujo una reduccién en el tiempo de induccién del suefio de 3 min (50 mg/kg),
2.86 min (100 mg/kg) y 2.85 min (200 mg/kg) en contraste con los 4.52 min presentados por
los ratones que solo recibieron solucion salina como tratamiento. Asimismo, el extracto no
tuvo ningun efecto sobre la duracion del suefio, sin embargo, el clonazepam (1.5 mg/kg)
aumento significativamente el tiempo de suefio de 30 min a 77.2 min (Zapata-Morales et al.,
2016).

También, se han realizado ensayos en J. spicigera para comprobar sus efectos
anticonvulsivos. Una convulsion representa una actividad eléctrica anormal del cerebro la
cual se puede clasificar como parcial o generalizada. En una convulsion parcial, solo una
parte de la corteza cerebral se activa, mientras que la convulsion generalizada es el
resultado de la activacién cortical difusa al inicio de la convulsidén o de la generalizacion de la

actividad convulsiva parcial (Huff et al., 2021).

El efecto anticonvulsivo del extracto acuoso de las partes aéreas de J. spicigera fue
evaluado por Gonzalez-Trujano et al. (2017) sobre ratones macho Swiss Webster y ratas
Wistar para lo cual se indujeron convulsiones por administracion de pentilenotetrazol y
electrochoque. En los ratones que no recibieron ningun tratamiento (dosis del extracto), el
pentilenotetrazol (80 mg/kg) ejercié el 100% de convulsiones mioclonicas y generalizadas y
el 86% de convulsiones tonicas. Posteriormente, el extracto fue administrado previo a la
administracion del pentilenotetrazol y se observo que redujo significativamente el tiempo en
el que se presentaban convulsiones mioclonicas y generalizadas (100 y 1 000 mg/kg) y

convulsiones tonicas (30, 100 y 1 000 mg/kg). Ademas, la mortalidad y el tono se redujeron
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en un 40% (30 mg/kg) y 20 % (100 o 1 000 mg/kg), respectivamente en relacion al grupo

control.

En la prueba de inducciébn de convulsiones por electrochoque, los autores
determinaron el tiempo en el que se presentaban convulsiones tonicas. En los ratones que
recibieron vehiculo el tiempo fue de 9.63+0.42 s y también determinaron el tiempo al que
recuperaron el reflejo de enderezamiento que fue hasta los 61.3815.95 s. El extracto indujo
una reduccion en el tiempo de recuperacion del reflejo de enderezamiento a 23.20+7.80 s (30
mg/kg), 6.70+2.46 s (100 mg/kg) y 7.70+2.42 s (1 000 mg/kg). Ademas, el intervalo de tiempo
entre las convulsiones ténicas y clonicas ejercido por el extracto fue de 42.70+9.87 s (30
mg/kg), 44.90+5.72 s (100 mg/kg) y 36.10+6.31 s (1 000 mg/kg) que fue similar a los
47.58+9.87 s (25 mg/kg) presentados por la fenitoina (control positivo).

Adicionalmente, con la finalidad de reforzar los ensayos sobre la actividad
anticonvulsiva generada por el extracto acuoso, se cuantificaron los cambios en la actividad
cerebral de ratas Wistar, mediante un encefalograma. El extracto (1 000 mg/kg) y la
etosuximida (100 mg/kg) presentaron una actividad paroxistica reducida en contraste con el
grupo control, mientras que en los tratamientos con extracto y etosuximida no se observaron
cambios a nivel de la corteza central y frontal con respecto al grupo control. La actividad
paroxistica cerebral caracterizada por anormalidades en el encefalograma, que acompafia a
las crisis epilépticas 0 aparece entre estas crisis, se emplea para el diagndéstico de la
epilepsia (Zarranz, 2002). En consecuencia, una reduccion en esta actividad se podria

interpretar como un simbolo en la reduccion de las convulsiones.

El comportamiento de las convulsiones ténico y clénicas fue evaluado empleando la
escala convulsiva de Racine donde: i) inmovilidad, cierre de ojos, espasmos de oido,
espasmos de vibrisas, olfateo, clonus facial; ii) asentir con la cabeza, asociado con clonus
facial mas severo; iii) clonus de una extremidad anterior; iv) clonus bilateral acompafado de
levantamiento sin caer y V) convulsiones clonicas generalizadas acompafadas de

levantamientos y caidas (Gonzalez-Trujano et al., 2017).

La escala de Racine mostré que el extracto de J. spicigera (1 000 mg/kg) redujo el

namero de animales que presentaron convulsiones tipo Il y eliminé por completo las
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convulsiones tipo IV y V al igual que la etosuximida (100 mg/kg). La etosuximida también

redujo las convulsiones tipo Il

También ha sido evaluado el efecto ansiolitico de J. spicigera. La ansiedad es una
respuesta fisiolégica normal que ocurre cuando se presentan situaciones nuevas,
estimulantes o amenazantes en un individuo, sin embargo, la ansiedad patolégica se
caracteriza por una respuesta excesiva a dichas situaciones. El tratamiento de los trastornos
de ansiedad se realiza principalmente a través de terapia psicolégica acompafiada del uso de

farmacos que se conocen como ansioliticos (Strélhe et al., 2018).

Dado que la infusion de las hojas de la planta ha sido empleada tradicionalmente para
el tratamiento de condiciones como los “nervios”, el efecto de tipo ansiolitico y su posible
interaccidén con las hormonas producidas por los ovarios, de este preparado tradicional, fue
evaluado por primera vez por Garcia-Rios y colaboradores (2019). El ciclo estral de ratas
Wistar fue estudiado antes del ensayo; solo las ratas que presentaron al menos 3 ciclos
estrales normales fueron incluidas en el estudio, para lo cual fueron subdivididas en dos

grupos: i) proestro-estro (P-E) y ii) metaestro-diestro (M-D).

En el caso de la prueba ansiolitica del laberinto en cruz elevado, los autores evaluaron
el i) tiempo de permanencia en los brazos abiertos, ii) nimero de veces que las ratas
entraban en los brazos abiertos, iii) niumero total de veces que las ratas entraban en los
brazos abiertos y cerrados vy, iv) porcentaje de veces que las ratas entraban en los brazos

abiertos.

Los autores evaluaron diversas dosis del extracto (12, 24, 48 y 96 mg/kg), pero solo la
de 12 mg/kg demostré ser activa. El extracto acuoso (infusion) a 12 mg/kg presentd un
comportamiento similar al ejercido por el diazepam (2 mg/kg) que corresponde al tiempo que
las ratas pasaron en los brazos abiertos del laberinto en las fases P-E y M-D del ciclo estral.
En el caso de las fases M-D, las ratas que recibieron extracto y diazepam (2 mg/kg) pasaron
menos tiempo en los brazos abiertos en comparacién con las ratas en las fases P-E que
recibieron los mismos tratamientos. El hecho de que las ratas hayan pasado mas tiempo en
los brazos abiertos en las fases P-E que en las fases M-D fue atribuido a la alta produccion

de hormonas ovéricas en las fases P-E.
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Por otra parte, en el caso del nUmero de entradas en los brazos abiertos las ratas que
recibieron extracto (12 mg/kg) redujeron sus entradas, asi como el nimero de entradas
totales en las fases M-D en comparacion con las ratas en las fases P-E que recibieron el

mismo tratamiento.

Adicionalmente, el extracto (12 mg/kg) y el diazepam (2 mg/kg) redujeron
significativamente el indice de ansiedad en las fases P-E, pero, en las fases M-D, solo el
diazepam redujo significativamente dicho indice. Por el contrario, el extracto (12 mg/kg)
indujo un aumento significativo en el indice de ansiedad en las fases M-D. La reduccion en el
indice de ansiedad en las fases P-E tratadas con la infusién (12 mg/kg) fue directamente
relacionado con el aumento en el nimero de entradas y tiempo de permanencia en los

brazos abiertos.

Finalmente, en la prueba de campo abierto los autores evaluaron el efeto del extracto
acuoso de J. spicigera sobre la actividad locomotora, exploratoria o de aseo personal de las
ratas, ya que estas actividades podrian haber interferido en los resultados obtenidos en la
prueba del laberinto en cruz elevado. Las variables que evaluaron fueron: i) nimero de
cuadrados cruzados, ii) numero de veces que las ratas se paraban sobre sus patas traseras
y iii) numero de veces que las ratas se lamian las patas, se frotaban la cabeza, se lamian el
pelo del cuerpo, se rascaban con las patas traseras y se lamian la cola o el area genital. En
general, no se observaron diferencias significativas en las tres variables evaluadas,
tratamientos o fases del ciclo estral. En consecuencia, los autores sugieren que la infusion de
J. spicigera produce efectos de tipo ansiolitico en ratas hembras, aparentemente al

interactuar con hormonas ovaricas en las fases P-E.

Angeles-Lépez y colaboradores (2019) evaluaron el efecto antinociceptivo y
espasmolitico del extracto etandlico obtenido a partir de las partes aéreas de J. spicigera
mediante la prueba de induccién de contorsiones con acido acético en ratones macho Swiss
Webster. Al analizar el area bajo la curva (AUC) para cada tratamiento, obtenida a partir de
las curvas del curso temporal del efecto antinociceptivo, el extracto (316 mg/kg) ejercié una
reduccion significativa del efecto nociceptivo inducido por el acido acético con 179.5+29.5
unidades de area (u.a.) en comparacion con el grupo que no recibi6 tratamiento (379.5+27.3
u.a.), mientras que la dipirona (100 mg/kg; 95.0+40.6 u.a) presentd una reducciGn mas

significativa que la presentada por el extracto.
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A su vez, los autores evaluaron el posible mecanismo de accién a través del cual J.
spicigera ejerce sus efectos antinociceptivos, para lo cual se administraron alguna de estas
tres sustancias: naloxona (antagonista opioide competitivo), WAY100635 (antagonista
selectivo del receptor 5-HT1a) o L-NAME (inhibidor de la éxido nitrico sintasa) antes de
administrar el extracto etandlico de J. spicigera. Después de la administracién del extracto y
pasado cierto tiempo, los autores observaron el efecto de estas sustancias y la respuesta
ejercida por J. spicigera. WAY100635 (0.1 mg/kg) presenté una AUC de 430.41+87.67 u.a.,
mientras que L-NAME (30 mg/kg) present6 una AUC de 86.25+35.87 u.a. y la naloxona (1
mg/kg) present6 una AUC de 275.83+41.70 u.a. Como los autores mencionan, de acuerdo
con estos resultados, es posible que la respuesta antinociceptiva del extracto implique la
participacion de un efecto inhibitorio de receptores de opioides y serotonina debido a la
atenuacién del efecto antinociceptivo ejercido por el extracto en presencia de naloxona y la
supresion de dicho efecto en presencia de WAY100635. La inhibicion de la sintesis de NO
ejercida por L-NAME favorecié el efecto de la respuesta antinociceptiva ejercida por el
extracto, sugiriendo una participacién pro nociceptiva de este neurotransmisor. Aunque no
fue posible determinar el puntual mecanismo de accion involucrado en los efectos del

extracto de J. spicigera es evidente que posee una potencial actividad antinociceptiva.

3.10 Actividad gastrointestinal

Angeles-Lopez et al. (2019) también evaluaron la actividad del extracto etanolico
obtenido a partir de las partes aéreas de J. spicigera sobre la motilidad intestinal en ratones
macho Swiss Webster mediante la determinacidén de la distancia recorrida por una solucién
de carb6n:goma acacia. Esta mezcla se utiliza como indicativo del mejoramiento del transito
intestinal y debido a que estas sustancias no se absorben solo se adsorben, se puede
conocer su distancia recorrida en el intestino. Primeramente, fue administrado el extracto o el
farmaco de referencia (loperamida) para posteriormente administrar carbon activado:goma
acacia. El extracto etandlico indujo una reduccion en el transito intestinal a 62.76+9.3% (3.16
mg/kg), 57.08+7.1% (5.62 mg/kg) y 27.25+6.5% (10 mg/kg) en comparacion con el
68.51+4.4% que habian presentado los ratones que solo recibieron solucion salina como
tratamiento. El efecto ejercido por la dosis de 10 mg/kg del extracto etandlico de J. spicigera

fue similar al ejercido por la loperamida (19.97+1.7%).
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Finalmente, se determind la actividad espasmolitica ejercida por el extracto en ileon de
cobayo. Antes de la administracion de los tratamientos, los tejidos fueron contraidos con KCI
(32 mM) y solo se emplearon los tejidos que se mantuvieron contraidos por al menos 5 min.
La contraccion maxima producida por el KCI fue del 100% (2.62+0.45 g), valor que se
consideré como el porcentaje maximo de contraccion. La respuesta contractil disminuyo en
presencia del extracto, pero solo con la dosis de 1 000 mg/kg se pudo observar una
reduccion significativa del efecto contractil en un 23+1.53%, mientras que la papaverina (30
MM) lo redujo en un 99.28+0.72% por lo que no fue posible calcular una concentracion
inhibitoria 50 (Clso).

3.11 Evaluacién toxicoldgica

El riesgo o peligro que puede generar un agente quimico sobre la salud es estudiado
mediante su administracion preclinica (en animales) en dosis Unicas (toxicidad aguda) o
repetidas (toxicidad subaguda, subcrénica y crénica) a través de la via de administracion que
se desea emplear en los seres humanos. La toxicidad aguda es realizada a dosis elevadas
del agente quimico donde, usualmente, el término del estudio se da con la muerte del animal
y lo que se reporta es la dosis letal 50 (DLso), la cual representa la dosis de la sustancia
evaluada a la cual se produce la muerte en el 50% de los animales empleados; en este tipo
de ensayo los animales se mantienen en observacion por un periodo de 14 dias para

proceder a sacrificarlos y evaluar el dafio (Mendoza-Patifio, 2008).

Alonso-Castro y colaboradores (2012) evaluaron la toxicidad aguda ejercida por el
extracto etandlico obtenido de las hojas de J. spicigera en ratones CD-1 administrando por
via intragastrica e intraperitoneal. Después de 14 dias a dosis mayores de 1,000 mg/kg se
generaba una disminucién significativa del peso corporal, mientras que a dosis menores no
se presentd ningun efecto nocivo. La dosis letal 50 (DLso) obtenida por via intragastrica e
intraperitoneal en ratones CD-1 fue > 5 000 mg/kg (para ambas vias de administracion). Los
autores creen que presenta un bajo efecto tdxico, sin embargo, es necesario ellos plantean

gue se deberian realizar estudios de toxicidad cronica.

Finalmente, Gonzalez-Trujano y colaboradores (2017) determinaron la dosis letal 50
(DLso) sobre ratones macho Swiss Webster administrados por via intraperitoneal con el
extracto acuoso obtenido de las partes aéreas de J. spicigera. Después de 14 dias no se

produjo la muerte de los ratones, dafio macroscépico a los tejidos o pérdida de peso a todas
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las dosis evaluadas (500, 1 000 y 2 000 mg/kg) por lo cual se estimé que la DLso era mayor a
2 000 mg/kg.
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CAPITULO 4. QUIMICA DE J. SPICIGERA

Los trabajos que existen hasta la fecha de la especie son escasos y algunos de ellos
imprecisos. Por esta razon, y considerando un enfoque quimiotaxonémico, se decidio
abordar la quimica del género y entender como es el metabolismo de especies relacionadas
a J. spicigera. Primeramente, se muestran los metabolitos del género que comprenden el
periodo de busqueda de 2012 a 2021. Corréa y colaboradores ya habian publicado en el afio
2012 una revision muy completa de la quimica del género y en ella reportaron 63 metabolitos
los cuales fueron: una cumarina, cuatro flavonoides, ocho alcaloides, ocho glicésidos
triterpenoidales, 33 lignanos de tipo arilnaftalida y 9 lignanos con estructuras variadas
(Correa y Alcantara, 2012).

4.1 Quimica del género Justicia
Entre 2012 y 2021 se encontraron 134 metabolitos, los cuales incluyen 41 lignanos, 28
flavonoides, 11 terpenoides, 4 compuestos fendlicos, 22 alcaloides, 18 derivados de acidos

grasos y 10 mas con estructuras diversas (Tabla 4).

Como se puede constatar, los lignanos son metabolitos representativos del género. En
el caso de Justicia procumbens, una especie muy valorada en la medicina tradicional china,
abundan principalmente los que contiene un esqueleto de tipo arilnaftalido (una estructura de
tipo 2,3-dimetil-1-fenil-naftaleno). En el caso de J. aequilabris, los lignanos mas abundantes

son de tipo 7,9":7',9-diepoxilignano.

Los alcaloides son un tema muy particular e interesante; éstos han sido aislados de
todas las especies que se han estudiado hasta la fecha. Destacan primeramente los de tipo
ciclopéptido nombrados como justicianenos A-D de J. procumbens. En J. gendarussa se han
aislado una serie de aminas aromaticas nombradas brazoides A-D y también en esta especie
se han aislado cuatro derivados de tipo 2-aminobenzil alcohol nombrados justidrusamidas A-
D.

Finalmente destacan los flavonoides de tipo flavona, conteniendo principalmente

luteolina o apigenina, asi como de tipo flavonol, conteniendo principalmente a la quercetina.
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Tabla 4. Compuestos aislados del género Justicia desde el afio 2012 hasta el afio 2021

No. Especie Nombre Estructura Parte de Referencia
la planta
Lignanos
1 Justicia Justatropmero A 00—, Talloy Zhao et al.
procumbens e O corteza (2021)
HO o
/O
e
~o
SR
HO™ -"OH OH
2 Justicia Justatrépmero B 0‘\0 Talloy Zhao et al.
procumbens O corteza (2021)
HO o
0
Sqv,
~o
o
HO™ oy OH
3 Justicia Justatrépmero C 00— Talloy Zhao et al.
procumbens O © corteza (2021)
HO 0
e
LR
o
0,0
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Justicia Justatropmero D O’\O Talloy Zhao et al.
procumbens O corteza (2021)
HO 0
O
990,
o
0. .0
o " OH
Hon QO OH
/ H
HO ©H
Justicia Justatrépmero E 0 Talloy Zhao et al.
0]
procumbens O corteza (2021)
HO 0
/O
e
~o
0,0
Hmo o
HO 9 on
“H o' OH
HO o] HO
HO
Justicia Justatrépmero F C’”\O Talloy Zhao et al.
procumbens O corteza (2021)
HO 0
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Justicia Justatropmero G Talloy Zhao et al.
procumbens corteza (2021)
Justicia Justatrépmero H Talloy Zhao et al.
procumbens corteza (2021)
Justicia Justatrépmero | Talloy Zhao et al.
procumbens corteza (2021)
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Justicia Justprocumbenésido B Talloy Zhao et al.
procumbens corteza (2021)
11 Justicia Justprocumbendsido C Talloy Zhao et al.
procumbens corteza (2021)
12 Justicia Procumbendsido A Toda la Jin et al.
procumbens planta (2016)
13 Justicia Procumbendsido B Toda la Jin et al.
procumbens planta (2016)
Liu et al.
(2018)
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14 Justicia Procumbenosido E /~Q Toda la Jiang et al.
procumbens © O planta (2017)
0
0
94e.
o
oo
HO 0 HO OH
HO OH
OH
15 Justicia Procumbendsido H O/‘O Toda la Jin et al.
procumbens planta (2014)
O Liu et al.
o (2018)
94,
0.0
m 0
0
S ~1OH
HO 1o Q
HG OH
16 Justicia Procumbendsido | o\ Toda la Jin et al.
procumbens o planta (2016)
O Lv et al.
0 (2020)
HO
I s
o
HO” ™~ YOH
OH
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17 Justicia Procumbendsido K ~0 Toda la Jin et al.
procumbens 0 planta (2016)
OO 0 Liu et al.
"o (2018)
© Lv et al.
O (2020)
HO
HO 0.0
HO “"OH
OH
18 Justicia Procumbenésido L 0 Toda la Jin et al.
procumbens ‘e 0 planta (2016)
~0 Liu et al.
o (2018)
O Lv et al.
HO (2020)
HO o._ O
HO™ “OH
OH
19 Justicia Procumbendsido M oy Toda la Jin et al.
procumbens © planta (2016)
O Lv et al.
0
o (2020)
S
o
o OH
"o HO, o~
~._OH
OH
OH

O
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20 Justicia Cleistantina B o\ Toda la Jin et al.
procumbens O o planta (2016)
0
0
(Cr
~o
o}
HO... o
HO” ™
OH OH
21 Justicia 6'-hidroxijusticidina A ~0 Qiu et al.
procumbens e (2012)
90,
o
HO 0 Hierbas Luo et al.
‘ (2013)
o JO Shen et al.
(2020)
22 Justicia 6'-hidroxijusticidina B 0 Hierbas Luo et al.
procumbens ‘O 0 (2013)
S~
o]
HO © Toda la Jiang et al.
‘ planta (2017)
0 JO Shen et al.
(2020)
23 Justicia 6'-hidroxijusticidina C o~ o Hierbas Luo et al.
procumbens e (2013)
c‘ 0 Zhou et al.
~0 (2015)
HO Toda la Jiang et al.
O planta (2017)
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24 Justicia Lignano J1 o~ Hierbas Zhou et al.
procumbens o (2015)
GI L e
O :
6]
O Toda la Jiang et al.
o planta (2017)
o/
25 Justicia Taiwanina C O Toda la Lv et al.
procumbens ( OO o} planta (2020)
0
ol
(0]
o—/
26 Justicia Justicidina C o~ o Shen et al.
procumbens 0 (2020)
(L
o
I 0
o—/
27 Justicia 1-O-B-D-apiofurandsido de 0’\O Toda la Jiang et al.
procumbens difilina planta (2017)
28 Justicia aequilabris  4-O-B3-D-glucopiranésido Dos Santos-
de pinoresinol Maia et al.
(2020)
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29 Justicia aequilabris  4-O-B-D-glucopiranésido Dos Santos-
de epipinoresinol Maia et al.
(2020)
30 Justicia aequilabris  4-O-B-D-apiofuranosil- Dos Santos-
(1—2)-B-D- Maia et al.
glucopiranésido de (2020)
pinoresinol
31 Justicia gendarussa  (+)-pinoresinol Partes Zhang et al.
aéreas (2020)
32 Justicia gendarussa  (+)-siringaresinol Partes Zhang et al.
aéreas (2020)
33 Justicia aequilabris Secoisolariciresinol Dos Santos-
Maia et al.
(2020)
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34 Justicia Secoisolariciresinol dimetil Liu et al.
procumbens éter (2018)
35 Justicia 4.4'-di-O-metil-9"- Liu et al.
procumbens acetilsecoisolariciresinol (2018)
36 Justicia 4,4'-di-O-metil-9,9'-di- Liu et al.
procumbens acetilsecoisolariciresinol (2018)
37 Justicia 5-metoxi-4,4'-di-O- Liu et al.
procumbens metilsecoisolariciresinol (2018)
38 Justicia 5-metoxi-4,4'-di-O-metil-9'"- Liu et al.
procumbens acetilsecoisolariciresinol (2018)
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39 Justicia 5-metoxi-4,4'-di-O-metil- Liu et al.
procumbens 9,9- (2018)
diacetilsecoisolariciresinol
40 Justicia Diacetato de (-) Liu et al.
procumbens dihidroclusina (2018)
41 Justicia Acetato de 2,3- Liu et al.
procumbens desmetoxisecisolintetralina (2018)
Flavonoides
42 Justicia adhatoda 6,8-di-C-glucésido de Hojas Singh et al.
luteolina (2015)
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43 Justicia adhatoda 6-C-glucésido-8-C- Hojas Singh et al.
arabinosido de luteolina (2015)

44 Justicia adhatoda 6-C-arabinésido-8-C- Hojas Singh et al.
glucésido de luteolina (2015)

45 Justicia adhatoda 8-C-glucdsido de luteolina Hojas Singh et al.
(orientina) (2015)

Singh et al.
(2016)

46 Justicia adhatoda 6-C-glucésido de luteolina Hojas Singh et al.
(isoorientina) (2015)

Singh, et al.
(2016)

47 Justicia adhatoda 6,8-di-C-arabinosido de Hojas Singh et al.
luteolina (2015)
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48 Justicia adhatoda 6-C-arabindsido de Hojas Singh et al.
luteolina (2015)

49 Justicia adhatoda 8-C-arabindsido de Hojas Singh et al.
luteolina (2015)

50 Justicia adhatoda 5-O-sofordsido de Hojas Singh et al.
luteolina (2015)

51 Justicia adhatoda 5-O-glucésido de luteolina Hojas Singh et al.
(2015)
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52 Justicia adhatoda 5-O-rutindsido de luteolina OH Hojas Singh et al.
«CH (2015)

53 Justicia adhatoda 6,8-di-C-glucésido de Hojas Singh et al.
apigenina (2015)

54 Justicia adhatoda 6-C-glucdsido-8-C- Hojas Singh et al.
arabinésido de apigenina (2015)

55 Justicia adhatoda 6-C-arabindsido-8-C- Hojas Singh et al.
glucésido de apigenina (2015)
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56 Justicia adhatoda 6,8-di-C-arabindsido de Hojas Singh et al.
apigenina (2015)

57 Justicia adhatoda 6-C-arabin6sido-7-O- Hojas Singh et al.
glucosido de apigenina (2015)

58 Justicia adhatoda 6-C-glucosido de Hojas Singh et al.
apigenina (isovitexina) (2015)

Singh et al.
(2016)

59 Justicia adhatoda 8-C-arabindsido de Hojas Singh et al.
apigenina (2015)

60 Justicia adhatoda 6-C-arabindsido de Hojas Singh et al.
apigenina (2015)
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61 Justicia adhatoda 3-O-soforgsido de Hojas Singh et al.
guercetina (2015)

62 Justicia adhatoda 3-O-glucoésido de Hojas Singh et al.
guercetina (2015)

63 Justicia adhatoda 3-O-rutinésido de Hojas Singh et al.
quercetina (2015)

Singh et al.
(2016)

64 Justicia adhatoda 3-0O-soforésido de canferol Hojas Singh et al.
(2015)
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65

Justicia adhatoda

3-0O-glucosido de canferol

Hojas

Singh et al.
(2015)
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Justicia adhatoda

3-O-rutinésido de canferol

Hojas

Singh et al.
(2015)
Singh et al.
(2016)
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Justicia adhatoda

Quercetina

Hojas

Singh et al.
(2015)
Singh et al.
(2016)
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Justicia adhatoda

Luteolina

Hojas

Singh et al.
(2015)
Singh et al.
(2016)
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Justicia adhatoda

Canferol

Hojas

Singh et al.
(2015)
Singh, et al.
(2016)

Terpenoides

70

Justicia gendarussa

Genpenterpeno A

Hojas,
tallos y
flores

Zhang et al.
(2021)
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71 Justicia gendarussa  Wilfolida A Partes Zhang et al.
aéreas (2020)
72 Justicia adhatoda B-Eudesmol Hojas Shukla et al.
(2017)
73 Justicia carnea a-amirina Hojas Anigboro et
al. (2021a)
74 Justicia carnea B-amirina Hojas Anigboro et
al. (2021a)
75 Justicia secunda Olean-12-en-3-24-diol Tallos y Calderén et
hojas al. (2013)
76 Justicia secunda Acido 2a,3B-dihidroxi- Tallos y Calderodn et
olean-12-en-28-oico hojas al. (2013)
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77 Justicia gendarussa  Lupeol Hojas Souza et al.
(2016)
78 Justicia carnea Fitol Hojas Anigboro et
al. (2021a)
Justicia adhatoda Hojas Shukla et al.
(2017)
79 Justicia gendarussa  Escualeno Hojas Souza et al.
(2016)
80 Justicia adathoda 2,6,10,15,19,23-hexametil- Dhankhar et
tetracosahexeno al. (2014)
Compuestos
fenolicos
81 Justicia gendarussa  1-O-cafeoil glicerol o Hojas, Zhang et al.
HO o~ OH tallos y (2021)
flores
OH OH
82 Justicia secunda Acido 2-cafeoiloxi-4- o Hojas Theiler et al.
hidroxi-glutarico o CcooH (2016)
/ COCH
o]
HO
i} OH
83 Justicia gendarussa  Acido protocatéquico 0, OH Hojas, Zhang et al.
tallos y (2021)
flores
OH
OH
84 Justicia gendarussa  Acido 1,5-di-cafeoilquinico Ho Hojas, Zhang et al.
HO o tallos y (2021)
=N 0, BJL\OH flores
00
HO =" 0" ™"“OH
o OH
Alcaloides
85 Justicia gendarussa  1H-indol-3-carbaldehido =0 Hojas, Zhang et al.
N tallos y (2021)
N flores
H
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86 Justicia gendarussa  3-oxotabersonina Hojas, Zhang et al.
tallos y (2021)
flores

87 Justicia Lumicromo Toda la Lv et al.

procumbens planta (2020)
H
88 Justicia 5-hidroxipirrolidin-2-ona Toda la Lv et al.
procumbens o% oH planta (2020)
89 Justicia Adenosina HN Toda la Lv et al.
procumbens N =N planta (2020)
¢
oN
HO/\Sj\
HO OH
90 Justicia Acido indol-3-carboxilico o] OH Toda la Lv et al.
procumbens planta (2020)
N
N
H
91 Justicia secunda Auranamida 0 Tallos y Calderén et
o} hojas al. (2013)
5 NH NH
é O
92 Justicia secunda Acetato de aurantiamida 0 Tallos y Calderén et
N hojas al. (2013)
NH oo
;\Q T
93 Justicia gendarussa  Justidrusamida A Hojas Kiren et al.
(2014)
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94 Justicia gendarussa  Justidrusamida B o] Hojas Kiren et al.

(2014)
NH 9 oy H
@”o |, OH
OH
95 Justicia gendarussa  Justidrusamida C Q Hojas Kiren et al.
NH 9 onl 1 (2014)
o |, OH
OH
OH
96 Justicia gendarussa  Justidrusamida D 0 Hojas Kiren et al.
HO
NNH % o (2014)
O .
(0] OH
H
@f OH
OH
97 Justicia Justicianeno A y QO\\ Toda la Jin et al.
procumbens 00 H on planta (2014)
N
N HN HH o
98 Justicia Justicianeno B HO< Ho Toda la Lv et al.
procumbens NH 5 planta (2020)
B VA :
99 Justicia Justicianeno C Toda la Lv et al.

0 H
procumbens &y @—wo planta (2020)
o/ i ENH OH

100 Justicia Justicianeno D 4o H o Toda la Lv et al.
procumbens >_3>_u planta (2020)
o/ Hv




101 Justicia secunda Secundarelona B P OHOH Hojas Theiler et al.
- jI::j: (2016)
0 ;£f2
O oH
102 Justicia secunda Secundarelona C 0O OHOH Hojas Theiler et al.
:I::]: (2016)
. b
° oH
103 Justicia gendarussa  Brazoide A Ho O OH Hojas Souza et al.
oA L (2016)
N"TTO
H ilﬁo
07 ™0H Pgnes Zhang et al.
aéreas (2020)
104 Justicia gendarussa  Brazoide B O OH Hojas Souza et al.
oA L (2016)
N0
H il?o
0% “OH
105 Justicia gendarussa  Brazoide C Ho 0 OLH\ Hojas Souza et al.
\[::Ii\o < (2016)
NH HO
HQNI\)\O HO
HO™ S0
106 Justicia gendarussa  Brazoide D O OH Hojas Souza et al.
[::If\o B (2016)
NH HO
HO
HQNIng
HO ™0
Derivados
de acidos
grasos
107 Justicia carnea Hexadecanoato de metilo o Hojas Anigboro et
108 Justicia Hexadecanoato de etilo ] Soosairaj et

tranquebariensis

al. (2016)
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109 Justicia carnea 14-metilhexadecanoato de o Hojas Anigboro et
metilo WO/ al. (2021a)
110 Justicia carnea (Z, Z)-Octadeca-9,12- o Hojas Anigboro et
dienoato de metilo /\/\/\\\/\//’\/\/\/\)J\O/ al. (2021a)
111 Justicia carnea Acido (Z, Z, 2)-9,12,15- o Hojas Anigboro et
octadecatrienoico = A = OH al. (2021a)
112 Justicia carnea Acido hexadecanoico O Hojas Anigboro et
/\/\/\/\/\/\/\)J\OH al. (2021a)
113 Justicia gendarussa  Acido pentadecanoico 0 Hojas, Zhang et al.
/\/\/\/\/\/\/\g' tallos y (2021)
flores
114 Justicia carnea Acido oleico o Hojas Anigboro et
/\/\/\/\/\/\/V\)LOH al. (2021b)
115 Justicia carnea 6,10-dimetil-9-undecen-2- = 0] Hojas Anigboro et
ona W al. (2021b)
116 Justicia adathoda 2,6,10,14,18,22- Dhankhar et
Tetracosahexeno al. (2014)
117 Justicia Hexadecano Soosairaj et
tranquebariensis al. (2016)
118 Justicia Dotriacontano Soosairaj et
tranquebariensis al. (2016)
119 Justicia adathoda Hentriacontano Hojas Shukla et al.
(2017)
120 Justicia adathoda Nonacosano Hojas Shukla et al.
(2017)
121 Justicia adathoda Pentacosano Hojas Shukla et al.
(2017)
122 Justicia adhatoda Heneicosano Hojas Shukla et al.
(2017)
123 Justicia carnea 2-Heptadecenal Hojas Anigboro et
al. (2021b)
124 Justicia carnea 7,11-Hexadecadienal Hojas Anigboro et
al. (2021b)
Misceldneos
125 Justicia carnea (2)-Stigmasta-5,24(28)- Hojas Anigboro et
dien-3-B-ol al. (2021a)

78



126 Justicia gendarussa  6-hidroxi-7-metoxi Hom Hojas, Zhang et al.
cumarina o 00 tallos y (2021)
| flores
127 Justicia Ftalato de dibutilo e Soosairaj et
tranquebariensis @OM al. (2016)
O\/\/
(o]
128 Justicia gendarussa  (1R,2R,5R,6S)-6-(4- O._.OH Partes Zhang et al.
hidroxi-3-metoxifenil)-3,7- H H aéreas (2020)
dioxabiciclo [3.3"]octan-2- o
ol
HO
O\
129 Justicia gendarussa  1-((2S,3S)-7-hidroxi-2-(4- o Partes Zhang et al.
hidroxi-3-metoxifenil)-3- aéreas (2020)
. HO )
metil-2,3- ‘Q o
dihidrobenzofuran-4-il) o i
etenona
130 Justicia carnea Fenol Hojas Anigboro et
al. (2021b)
OH
131 Justicia carnea 2-hidroxi-3-etil-2- 0 Hojas Anigboro et
ciclopenten-1-ona al. (2021b)
HO
132 Justicia carnea 2-metoxi-4-vinil fenol HO%3_// Hojas Anigboro et
o al. (2021b)
\
133 Justicia carnea Formiato de (2,6-dimetoxi) d Hojas Anigboro et
fenilo al. (2021b)
—0 o]
o=/
134 Justicia carnea 5-ciclohexadecen-1-ona ﬁ Hojas Anigboro et
/J k/\j al. (2021b)
g
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4.2 Metabolitos aislados e identificados de Justicia spicigera

Euler y colaboradores en 1982 aislaron los primeros compuestos de J. spicigera a
partir de una extraccion exhaustiva con Soxhlet y empleando como disolvente etanol. Ellos
reportaron por primera vez la presencia de canferitrina (0.3 g), canferol y trazas de un tri-

ramnaosido de canferol, del cual no reportaron la estructura.

Algunos afios después, Dominguez y colaboradores (1990) aislaron de las hojas y las
ramas y a partir de un extracto preparado con hexano-éter isopropilico-metanol (1:1:1) a la
canferitrina, B-sitosterol (450 mg), el caroteno criptoxantina (350 mg), 3-B-glucosil-O-

sitosterol (70 mg) y la alantoina (340 mg).

Pérez-Gutiérrez y colaboradores (2019) aislaron por primera vez de un extracto

metandlico al procumbendésido B (87 mg).

Por lo que respecta a los metabolitos identificados en J. spicigera, en 2012, Vega-Avila
y colaboradores sometieron a un analisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas a una fraccion hexanica. Esta fraccion fue obtenida por reparto
liquido-liquido del extracto etandlico proveniente de las raices y partes aéreas de J.
spicigera. La identificacion de dichos compuestos fue realizada por comparacion con
espectros de masas de literatura y bases de datos.

Esquivel-Gutiérrez et al. (2013) analizaron un extracto cloroférmico de las partes
aéreas de J. spicigera por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas
en inglés). Los autores identificaron a la hesperidina, naringenina y canferol.

En 2017, Baqueiro-Pefia y colaboradores realizaron un andlisis por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas de extractos obtenidos por agitacion y
ultrasonido de las hojas frescas y secas. Identificaron al fitol, eucaliptol y escualeno como los
mas abundantes. Los compuestos identificados fueron dependientes del tipo de disolvente
empleado. Los disolventes incluyeron: agua, etanol-agua (30:70), etanol-agua (50:50),

etanol-agua (70:30) y etanol absoluto.

En la Tabla 5 y 6 se muestra una recopilacion de todos los compuestos aislados e

identificados en J. spicigera.
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Tabla 5. Compuestos aislados de Justicia spicigera

No. Nombre Estructura Parte de la planta Referencia
135 Canferitrina OH Hojas Euler et al. 1986
HO Ortiz-Andrade et al. 2012
Alonso-Castro et al. 2012
Ho Zapata-Morales at al. 2016
Hojas, ramas Dominguez et al. 1990
Partes aéreas (tallo, hojas y Cassani et al. 2014
flores) (}onzélez—Trujano, et al. 2017
Angeles-Lépez et al. 2019
Polvo de Future Foods® Real-Sandoval, et al., 2020
Material vegetal Montafio-Cruz, 2020
136 Canferol Hojas, ramas Euler et al. 1986
Partes aéreas (tallo, hojas y Esquivel-Gutiérrez et al. 2013
flores
137 p-sitosterol Hojas, ramas Dominguez et al. 1990
138 Criptoxantina Hojas, ramas Dominguez et al. 1990
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139  3-B-glucosil-O- Hojas, ramas Dominguez et al. 1990
sitosterol

140 Alantoina o Hojas, ramas Dominguez et al. 1990

HN’[g\

}\ N )LNH2

oo N H
141 Acido vainillinico O._ _OH Partes aéreas Gobmez Verjan, 2010
; 5 \O/
OH
142  Mohuitiinona o Partes aéreas Montafio Cruz, 2021
OH

WV,

o)

Tabla 6. Compuestos identificados en J. spicigera

No. Nombre Estructura Parte de la planta Referencia
143  4-metil-3-pentenal @] Planta completa Vega-Avila et al. 2012
Y/\)L H
144  2-hidroxi-2-metil- (@] Planta completa Vega-Avila et al. 2012
butanoato de P
metilo (0]
OH
145  3,4-epoxi-2- o] Planta completa Vega-Avila et al. 2012
hexanona \/AY
Q
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146  4-(1-metiletoxi)-1- O/\\/\/OH Planta completa Vega-Avila et al. 2012

butanol
S

147  Acido 2-hidroxi-2- o] Planta completa Vega-Avila et al. 2012
metil-butanoico
HO
HO
148  1,2-diol-(2-furanil)- OH Planta completa Vega-Avila et al. 2012
3-buteno = OH
=70
149 2-hexenoato de o Planta completa Vega-Avila et al. 2012
etilo /‘OJ\%\/\
150 Acido 3-tiofen- 5. o Planta completa Vega-Avila et al. 2012
acético W
OH
151  Acido ftalico-2-etil- HO___O o Planta completa Vega-Avila et al. 2012
butil éster
O/r\
152  4-fenil-1,2-di-(4- o Planta completa Vega-Avila et al. 2012
metoxifenil)-eteno O

153 Hesperidina OH Partes aéreas (tallo, hojasy  Esquivel-Gutiérrez et al. 2013

HO
HO 5 flores
OH

154  Naringenina ©/0H Partes aéreas (tallo, hojas 'y Esquivel-Gutiérrez et al. 2013
. flores




155  Eucaliptol Hojas Baqueiro-Pefia et al. 2017
156 Fitol HOWY Hojas Baqueiro-Pefa et al. 2017
157  Azuleno ' Hojas Baqueiro-Pefia et al. 2017
158  3-metil-2-fenil- 00— Hojas Baqueiro-Pefa et al. 2017
propenoato @ﬁo
159 Escualeno Hojas Baqueiro-Pefia et al. 2017
2 = = = S =
160 9,17- 07 T T TR NN NN X Hojas Baqueiro-Pefia et al. 2017
octadiecadenal
161 Acido 9,12- 0 = \ Hojas Baqueiro-Pefia et al. 2017
octadecadienoico
OH
162  Metil cinamato y ONg Hojas Baqueiro-Pefia et al. 2017
O
163 Biciclogermacreno } : Hojas Baqueiro-Pefa et al. 2017
164  Ester metilico del — Hojas Baqueiro-Pefa et al. 2017
acido linoleico % N
0
165 Acido oleico o Hojas Baqueiro-Pefa et al. 2017

HOJK/\M/\\\/\/\/\/\
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166 Procumbendsido B Hojas Pérez-Gutiérrez et al. 2019

167  Acido ursolico Polvo producto comercial Real-Sandoval et al. 2020

168  Acido oleandlico Polvo producto comercial Real-Sandoval et al. 2020

169 Luteina OH  Polvo producto comercial Real-Sandoval et al. 2020
AN N N N N P P PN

170 a-caroteno Polvo producto comercial Real-Sandoval et al. 2020

171 [B-caroteno Polvo producto comercial Real-Sandoval et al. 2020
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4.2.1 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de J. spicigera ha sido determinada mediante algunos ensayos

espectrofotométricos, los cuales se encuentran enlistados a continuacion y resumidos en la

Figura 10.

Método de radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato): EI DPPH es un
radical libre que presenta una absorcion maxima a 515 nm. Esta absorcion se pierde a
medida que es reducido por un agente antioxidante (Ratnavathi et al., 2016).

Método de radicales libres ABTS [2,2-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)]:
El ABTS es un radical que presenta bandas de absorcion maxima a 414, 645, 734 y
815 nm. Este radical se genera en fase acuosa al reaccionar con un agente oxidante
fuerte (permanganato de potasio o persulfato de potasio) con la sal de ABTS. A los
radicales generados se afiade la muestra a evaluar y después de cierto tiempo se
cuantifican los radicales restantes en el medio que no fueron reducidos por el agente
antioxidante (Optiz et al., 2014).

Capacidad absorbente de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés): Este
ensayo se basa en la generacién de radicales peroxilo generados por el azoderivado
AAPH [dihidrocloruro de 2,2-azobis-(2-metilpropionamidina)]. Los radicales peroxilo
generados reaccionan con una sonda fluorescente la cual pierde su intensidad. La
pérdida de fluorescencia se reduce en presencia de un agente antioxidante.
Generalmente, la sonda fluorescente suele ser fluoresceina la cual presenta una
absorcion a 490 nm y emision a 514 nm (Litescu et al., 2014).

Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP, por sus siglas en inglés): Este
ensayo se emplea para cuantificar la capacidad antioxidante de un agente al reducir el
ion Fe3* a Fe?* que se encuentra formando un complejo con TPTZ (2,4,6-tripiridil-
1,3,5-triazina). El complejo resultante presenta una absorcibn maxima a 593 nm
(Mfotie Njoya, 2021).

En cada uno de los ensayos antes descritos se emplea Trolox® como estandar. Este

reactivo es un analogo (soluble en agua) de la vitamina E y, generalmente, la capacidad

antioxidante del agente de estudio se reporta como la capacidad antioxidante basada en

Trolox® (equivalentes Trolox®). En el caso de J. spicigera, al ser material vegetal, se

reportan umol de equivalentes de Trolox por gramo (Fried, 2014).
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Figura 10. Métodos empleados para la determinacion de la capacidad antioxidante de Justicia spicigera
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En 2009, Sepulveda-Jiménez y colaboradores evaluaron la actividad antioxidante ejercida
por los extractos metandlicos y acuosos obtenidos a partir de las hojas, tallos y flores de J.
spicigera mediante el ensayo del radical DPPH. La actividad antioxidante, medida como
concentracion inhibitoria 50 (Clso) de los extractos metandlicos de cada una de las partes de
J. spicigera de menor a mayor fue igual a 48.86+1.25 pg/mL en hojas, 54.03+1.77 ug/mL en
flores y 391.41+6.13 pg/mL en tallos. En los extractos acuosos la actividad antioxidante de
menor a mayor se presentd en flores, hojas y tallos con Clso de 60.08+1.71 pg/mL,
1747244 48 pg/mL y 944.67+6.85 pg/mL, respectivamente. De acuerdo con estos

resultados, la actividad antioxidante fue mayor en los extractos acuosos.

El efecto del solvente empleado y la temperatura de extraccion sobre la actividad
antioxidante inicial de J. spicigera y su pérdida después de cierto periodo de tiempo de
almacenamiento a diferentes valores de pH fue evaluado por primera vez por Garcia-
Marquez y colaboradores en 2012. El tallo y las hojas fueron maceradas a temperaturas de
25y 60 °C con diversos disolventes. El valor inicial de pH de los extractos obtenidos fue de

7.4, por lo que adicionalmente se empled &cido clorhidrico para ajustar el pH hasta 3.5y 5.5.

Como se puede observar en la Tabla 7, la actividad antioxidante a pH 7.4 empleando el
ensayo del radical ABTS fue mayor en el extracto acuoso a 60°C y la mas baja fue
presentada por el extracto etandlico a 60°C, mientras que mediante el ensayo del radical
DDPH el extracto de mayor actividad fue el de glicerol a 60°C y el de menor actividad el
extracto etandlico a 60°C. A pH 5.5 la mayor actividad antioxidante por el ensayo del radical
ABTS la present6 el extracto de propilenglicol a 25°C y la menor el extracto etandlico a 60°C,
mientras que por el ensayo del radical DPPH la actividad mas alta la presento el extracto de
glicerol a 25°C y la mas baja el extracto etandlico a 60°C. A pH 3.5, la actividad mas alta por
ABTS la present6 el extracto de propilenglicol a 60°C y la méas baja el extracto etandlico a
60°C, mientras que por el ensayo de DPPH el extracto de glicerol a 25°C presentd la mayor
actividad antioxidante y la menor actividad fue presentada nuevamente por el extracto
etandlico a 60°C. El extracto etandlico a 60°C fue el que presentd la mayor pérdida de
actividad antioxidante a todos los pH evaluados por el ensayo del radical ABTS después de
20 dias de almacenamiento. En contraste, por el ensayo del radical DPPH (después de 20
dias de almacenamiento) la mayor pérdida de actividad antioxidante se presenté en el
extracto acuoso a 60°C a todos los valores de pH evaluados. Adicionalmente, se debe

mencionar que la actividad antioxidante del extracto etandlico a 25°C no fue evaluada debido
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a que los autores previamente evaluaron el contenido total de compuestos fendlicos y ese

extracto mostré muy bajos rendimientos.

Los autores concluyeron que el tipo de disolvente empleado, la temperatura de extraccion
y el pH afectan los niveles de actividad antioxidante inicial. Ademas, los resultados en la
actividad antioxidante inicial y tras 20 dias de almacenamiento puede deberse a la influencia
de los diferentes valores de pH sobre los grados de disociacion de los grupos hidroxilo
presentes en los diferentes extractos. Por otro lado, al emplear disolventes mas polares la
actividad captadora de radicales libres fue mayor que en los extractos en los que se
emplearon disolventes de baja polaridad. Por ello, es importante realizar una adecuada
seleccion de las condiciones de extraccion de los compuestos bioactivos de J. spicigera para
obtener la més elevada actividad antioxidante.

Tabla 7. Actividad antioxidante de los extractos de Justicia spicigera a diferentes temperaturas y pH de

extraccion y, su pérdida con el tiempo por Garcia-Marquez et al. (2012)

Tipo de T (°C) pH de DPPH? ABTS?2 DPPHP ABTSP
extracto extraccion
Agua 25 7.4 4.45+0.06 6.29+0.12 68.31+2.56 42.75+1.90
55 5.72+0.05 5.80+0.13 66.97+1.60 42.88+2.06
3.5 4.82+0.13 5.76%0.28 69.60+2.89 57.22+4.18
60 7.4 5.85+0.18 6.74+0.10 93.16+0.35 50.44+1.79
55 5.48+0.05 6.34+0.16 80.24+0.34 59.99+2.66
35 4.24+0.04 6.28+0.17 82.69+0.51 60.65+1.55
Etanol 60 7.4 3.52+0.30 4.33+0.04 23.49+8.22 87.53+1.20
absoluto 55 2.90£0.07 3.01+0.15 16.68+£3.14 87.69+3.22
35 3.53+0.11 2.77+0.19 23.75+2.07 93.48+3.17
Etanol 25 7.4 5.63£0.15 6.42+0.06 33.87+9.61 54.51+1.40
(500 g/kg) 5.5 3.23+0.09 4.83+0.10 21.35+3.68 44.41+1.55
35 5.03£0.08 5.32+0.64 28.02+2.29 51.98+6.03
60 7.4 5.52+0.08 5.95+0.13 21.45+5.10 49.73+1.86
55 5.88+0.07 6.10+0.11 16.49+0.91 41.81+3.22
3.5 5.46+0.10 6.19+0.15 22.14+1.56 50.22+1.86
Glicerol 25 7.4 4.93+0.10 6.46+0.15 29.05+2.05 46.88+1.42
(50 g/kg) 55 6.62+0.05 5.88+0.12 36.62+1.89 59.57+1.32
3.5 5.51+0.05 6.52+0.13 37.02+0.74 65.58+1.03
60 7.4 6.24+0.22 6.55+0.11 24.16+7.19 42.61+2.21
55 6.71+0.11 6.24+0.16 24.22+0.72 40.16+2.83
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3.5 4.58+0.03 6.26+0.49 24.11+5.17 48.26+6.07

Propilenglicol 25 7.4 5.74+0.29 6.61+0.18 32.29+3.64 46.42+2.45
(50 g/kg) 55 6.35+0.13 7.35+0.19 22.34+1.85 58.50+2.92
3.5 5.20+0.16 5.74+0.16 28.34+3.02 51.37+2.03

60 7.4 5.56+0.22 6.54+0.12 39.3145.76  48.92+1.90

55 5.43+0.25 6.34+0.18 31.21+2.96 61.34+1.76

3.5 4.34+0.03 7.13+0.13 33.4242.12 64.64+3.42

a: nM de equivalentes de Trolox®; P: % de pérdida; T: temperatura de extraccion

Ortiz-Andrade y colaboradores (2012) cuantificaron la actividad antioxidante de un
extracto etanodlico de las hojas de J. spicigera a distintas concentraciones mediante los
meétodos del radical DPPH y ABTS. EIl porcentaje de captacién de radicales ABTS fue de
17.13+£1.3% (50pug/mL), 33.00+£0.9 % (100 pg/mL), 55.31+2.1% (200 pg/mL), 64.54+1.8%
(400 pg/mL) y 71.21+1.4% (800 pg/mL), siendo significativa la actividad antioxidante del
extracto a 200, 400 y 800 ug/mL. Adicionalmente, los autores calcularon la concentracién
efectiva 50 (CEso) con un valor de 180 pg/mL, mientras que para el estandar (Trolox®) fue de
80 ug/mL. Este extracto mostré un porcentaje de captacion de radicales libres DPPH de
25.75£0.9% (50 pg/mL), 51.47+1.4% (100 pg/mL), 64.18+2.1% (200 pg/mL), 76.22+1.8%
(400 pg/mL), y 81.11+2.3% (800 pg/mL). La CEso ejercida del extracto fue de 100 ug/mL,

mientras que la del estdndar fue de 51 ug/mL.

Baqueiro-Pefia et al. (2017) evaluaron la actividad antioxidante ejercida por extractos
obtenidos por agitacion y ultrasonido de las hojas frescas y hojas secas (almacenadas por
una semana o un afo) de J. spicigera. La actividad antioxidante fue determinada mediante
los ensayos de los radicales DPPH y ABTS cuyos resultados se muestran en la Tabla 8. La
actividad antioxidante evaluada mediante el ensayo de DPPH muestra que por agitacion para
las hojas frescas y secas (por una semana) el mejor disolvente de extracciéon fue el etanol,
mientras que para las hojas secas (por un afio) el mejor disolvente resultd ser el agua. Este
mismo ensayo (DPPH) empleando ultrasonido mostro la mejor actividad antioxidante para las
hojas frescas con la mezcla de disolventes etanol:agua (30:70), para las hojas secas (por
una semana) la mezcla de etanol:agua (70:30) y, nuevamente, el agua para las hojas secas
(por un afo). Por el ensayo de ABTS empleando el método de agitacion, la mezcla de
disolventes etanol:agua (70:30) resultd ser la mas adecuada para las hojas frescas y las
hojas secas (por un afio), mientras que la mezcla etanol:agua (30:70) resulto ser la de mejor
actividad para las hojas secas (por una semana). Por otro lado, empleando ultrasonido la
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mejor actividad antioxidante (ABTS) se presentd con etanol para las hojas frescas,
etanol:agua (70:30) para las hojas secas (por una semana) y etanol:agua (50:50) para las

hojas secas (por un afio).

La actividad antioxidante obtenida por el ensayo del radical DPPH fue muy baja en
comparacion con los resultados obtenidos con el ensayo del radical ABTS. Ademas, las
hojas secas (por un afio) mostraron los valores de actividad antioxidante mas elevados con
los cinco tipos de disolventes empleando ultrasonido y agitacion por el ensayo de ABTS, sin
embargo, los autores no mencionan la razéon por la que pudo haberse presentado este

patron.

Tabla 8. Actividad antioxidante ejercida por los diferentes tipos de extractos de Justicia spicigera por Baqueiro-
Pefa et al. (2017)

Material Tipo de Tipo de disolvente Ensayo de DPPH? Ensayo de ABTS?
vegetal extraccion
Hojas frescas  Agitacién Agua 0.052+0.002 0.50+0.03
Etanol: Agua (70:30) 0.072+0.009 4.82+0.06
Etanol: Agua (50:50) 0.455+0.044 3.23+0.19
Etanol: Agua (30:70) 0.532+0.049 2.12+0.04
Etanol 0.755+0.001 1.62+0.10
Ultrasonido Agua 0.517+0.086 0.90+0.02
Etanol: Agua (70:30) 0.417+0.024 1.78+0.24
Etanol: Agua (50:50) 0.169+0.001 2.19+0.06
Etanol: Agua (30:70) 1.050+0.104 1.46+0.09
Etanol 0.838+0.012 3.60+0.19
Hojas secas Agitacién Agua 0.066+0.003 1.43+0.00
(una semana) Etanol: Agua (70:30) 1.822+0.067 0.87+0.01
Etanol: Agua (50:50) 0.236+0.042 0.75+0.04
Etanol: Agua (30:70) 1.986+0.121 3.33+£0.16
Etanol 2.121+0.160 1.06+0.10
Ultrasonido Agua 0.078+0.010 0.76+0.07
Etanol: Agua (70:30) 2.019+0.068 6.75+0.36
Etanol: Agua (50:50) 2.001+0.114 4.91+0.42
Etanol: Agua (30:70) 1.222+0.092 4.23+0.03
Etanol 0.746+0.008 1.76+0.08
Hojas secas Agitacién Agua 2.356+0.018 6.53+0.93
(un afio) Etanol: Agua (70:30) 0.143+0.008 16.92+0.33
Etanol: Agua (50:50) 0.853+0.026 8.01+0.73




Etanol: Agua (30:70) 0.317+0.027 9.16+0.51

Etanol 0.189+0.004 6.18+0.01
Ultrasonido Agua 2.598+0.015 7.43+0.36
Etanol: Agua (70:30) 0.055+0.000 5.29+0.46
Etanol: Agua (50:50) 0.421+0.013 10.67+0.23
Etanol: Agua (30:70) 0.275+0.022 3.81+0.26
Etanol 0.163+0.001 4.86+0.09

a: g de equivalentes de Trolox®/100 g de material seco

Anaya-Esparza y colaboradores (2018) evaluaron las diferencias en la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de las hojas de J. spicigera obtenidos por diversos
meétodos de extraccion (ultrasonido, agitacion y decoccion). Los autores hicieron uso de tres
ensayos para evaluar dicha actividad antioxidante, los cuales incluyeron la captacion de los
radicales DPPH y ABTS y el ensayo FRAP. Los resultados se muestran en la Tabla 9, donde
se puede observar que la mayor actividad antioxidante en todos los ensayos se obtuvo en el

extracto obtenido por decoccién.

Tabla 9. Actividad antioxidante ejercida por el extracto acuoso obtenido a partir de las hojas de J. spicigera por
Anaya-Esparza et al. (2018)

Tipo de extraccion Ensayo de DDPH? Ensayo de ABTS? Ensayo de FRAP?
Ultrasonido 43.00+0.96 294.69+1.01 120.35+1.45
Agitacion 43.86+0.37 292.13+1.43 135.86+2.60
Decoccion 132.32+0.58 495.16+0.90 239.05+2.73

a: Equivalentes de Trolox (mmol)/g de extracto seco

Awad y colaboradores (2018) realizaron un estudio sobre actividad antiparasitaria
ejercida por el extracto etandlico de J. spicigera y adicionalmente determinaron la actividad
antioxidante de dicho extracto obtenido a partir de las partes aéreas de J. spicigera. El
porcentaje de inhibicién de la formacion de radicales DDPH ejercida por el extracto fue del
85.00% (10 ug/mL) y 92.50% (50 pug/mL). La vitamina C (usada como control positivo) ejercio
una inhibicion del 43.47% y 80.85% a las mismas concentraciones a las que fue evaluado el
extracto. Estos resultados muestran que el extracto de J. spicigera posee una mayor

actividad antioxidante que la vitamina C por el ensayo de DPPH.

Los Unicos autores que no partieron de la planta sino de polvo de la planta que
adquirieron de Future Foods® fueron Real-Sandoval et al. (2020), quienes obtuvieron un

extracto etandlico a partir de este polvo mediante sonicacion. La actividad antioxidante
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ejercida por el extracto fue determinada a través del ensayo de eliminacion de radicales
ABTS, con un resultado de 3.78+0.07 g de equivalentes de Trolox/100 g de muestra. Los
autores también evaluaron la actividad antioxidante a través del ensayo ORAC, obteniendo

96.33+7.28 g de equivalentes de Trolox/g de muestra.

Como se ha visto, hasta el momento no es posible hacer una comparacion entre las
determinaciones de actividad antioxidante, por lo que Martinez-Morales y colaboradores
(2020) proponen el uso de una unidad estandarizada para el ensayo de DPPH. Estas
unidades, libres de la influencia de la concentracibn empleada de DPPH, fueron empleadas
para determinar la actividad antioxidante (Clso) en el extracto etandlico de las hojas de J.
spicigera. Las unidades fueron definidas como la relacion de nl/nD (ng de agente
antioxidante/nmol DPPH), donde nl = C x V x F, nl fueron los nanogramos del antioxidante
en el ensayo, C la concentracién del antioxidante (ug/mL), V el volumen del antioxidante (mL)
y F el factor de conversién de pug a ng (1x10%). Por su parte, nD = M x V x F, donde nD
fueron los nmol del radical DPPH en el ensayo, M la concentracion de la solucién de DPPH
(mol/L), V el volumen de la solucién de DPPH (L) y F el factor de conversién de mol a nmol
(1x10°). Los autores observaron que el uso de unidades estandarizadas producia curvas
similares de concentracion-inhibicion al emplear diferentes concentraciones de DPPH,
mientras que las curvas eran distintas cuando no se empleaban las unidades estandarizadas
y se reportaban en ug/mL. Los valores de Clso no se vieron modificados por las diferentes
concentraciones de la disolucion del radical DPPH empleadas al usar unidades
estandarizadas. Los autores concluyeron que las unidades estandarizadas evitan la
influencia de la concentracion empleada de DPPH sobre los valores de Clso permitiendo su

comparacién y correcta interpretacion.

4.2.2 Contenido total de compuestos fendlicos

La determinacién del contenido total de compuestos fendlicos fue realizada por el
ensayo que involucra el uso del reactivo de Folin-Ciocalteu. El ensayo consiste en la adicion
del reactivo de Folin-Ciocalteu a una alicuota de la muestra a evaluar y posterior adicion de
una disolucién de carbonato de sodio al 20% que después de un periodo de incubacion,
resulta en la formacion de un complejo de color azul cuya absorbancia es determinada a una

longitud de onda de 760 nm (Sepulveda-Jiménez et al., 2009).
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Sepulveda-Jiménez et al. (2009) determinaron la cantidad de compuestos fendlicos en
extractos acuosos y metandlicos de las distintas partes de J. spicigera. Como se observa en
la Tabla 10, el contenido en cada una de las partes de los extractos metandlicos y acuosos
de menor a mayor fue en los tallos, hojas y flores. En general, el contenido de compuestos
fendlicos vario entre de 1.33 a 5.01 g de acido gélico/ 100 g de material seco y tanto para los

extractos acuosos como metanolicos, el mayor contenido se encontr6 en las flores.

Tabla 10. Contenido total de compuestos fenélicos determinados por Sepulveda-Jiménez et al. (2009)

Parte de la planta Tipo de extracto Contenido total de compuestos fendlicos?
Hojas Agua 3.85+0.01
Metanol 3.91+0.02
Tallos Agua 1.80+0.04
Metanol 1.33+£0.02
Flores Agua 5.01+0.02
Metanol 4.14+0.04

a: g de &cido gélico/ 100 g de material seco

Garcia-Marquez y colaboradores (2012) ademas de evaluar el efecto del solvente
empleado y la temperatura de extraccion sobre la actividad antioxidante y su pérdida a
diferentes valores de pH, también evaluaron el efecto de estos factores sobre el contenido de
compuestos fendlicos. Como se observa en la Tabla 9, el contenido de compuestos fendlicos
empleando etanol a 60°C fue muy bajo por lo que el extracto no fue considerado en
evaluaciones posteriores, incluyendo actividad antioxidante mencionada en una seccion

anterior.

Los autores relacionaron el contenido total de compuestos fendlicos con la polaridad
del disolvente, los disolventes con polaridad intermedia como etanol (50 g/kg), glicerol (50
g/kg) y propilenglicol (50 g/kg) mostraron valores mas elevados en el contenido total de
compuestos fendlicos que los disolventes de baja y alta polaridad, etanol absoluto y agua,
respectivamente. De acuerdo con la Tabla 11, el mayor contenido de compuestos fenélicos a
pH 7.4 fue presentado por el extracto de etanol (50 g/kg), a pH 5.5 por el extracto de
propilenglicol (50 g/kg) y a pH de 3.5 por el extracto de etanol (50 g/kg), todos los extractos

obtenidos a una temperatura de 25 °C.
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Tabla 11. Contenido inicial de compuestos fendlicos totales a diferentes pH y temperaturas de extraccion
(Garcia-Marquez et al., 2012)

Extracto Temperaturade pHde extraccion Contenido total de compuestos
extraccién (°C) fendlicos?
Agua 25 3.5 865.73+13.81
5.5 849.61+19.54
7.4 917.09+26.46
60 3.5 885.87+9.58
5.5 899.97+21.32
7.4 872.77+8.80
Etanol absoluto 25 3.5 196.36+8.35
5.5 193.00+6.98
7.4 190.9816.60
60 3.5 608.59+4.54
5.5 729.43+25.64
7.4 624.02+6.85
Etanol (50 g/kg) 25 35 970.46+6.87
5.5 976.50+28.63
7.4 1018.80+24.17
60 3.5 969.79+8.17
5.5 988.59+18.71
7.4 977.51+32.88
Propilenglicol (50 g/kg) 25 35 914.06+15.98
5.5 1018.23+26.29
7.4 959.05+18.47
60 3.5 883.85+14.23
5.5 849.61+25.60
7.4 963.08+26.76
Glicerol (50 g/kg) 25 3.5 936.22+16.87
5.5 1006.72+16.76
7.4 989.93+18.02
60 35 968.45+13.81
5.5 952.33+20.12
7.4 926.15+14.52

a: mg de equivalentes de &cido gélico/kg

Adicionalmente, Garcia-Marquez et al. (2012) evaluaron la cinética de desintegracion
del contenido de compuestos fenodlicos en los distintos extractos de J. spicigera. Este
proceso se ajustd a una cinética de orden uno descrita por la ecuacion: In [TPC]t = In [TPCJo -
kt donde, [TPC]: es la concentracion de TPC (mg acido galico/kg) al tiempo t (h); [TPC]o es la
concentracion de TPC inicial en los extractos y k la constante (h1).

Los datos experimentales mostraron dos procesos: un estado inicial caracterizado por
una pérdida elevada de los compuestos fendlicos que los autores atribuyen a la accion de la
luz y el oxigeno y que se present6 desde el tiempo cero (to) al tiempo t1, que va desde 31.3 h
a 80.4 h y una segunda etapa donde la pérdida de compuestos fendlicos se redujo

drasticamente desde t1 hasta las 480 h.
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Los valores de vida media se calcularon a partir de la etapa inicial dado que la pérdida
de compuestos fendlicos fue significativamente mas elevada en esa etapa. La vida media fue
calculada empleando la ecuacion: tiz= In (2) /k. El valor de vida media mas elevado lo
presentd el extracto de propilenglicol (50 g/kg) a 60°C a pH 5.5 con 186.33 dias, seguido del
extracto de etanol absoluto a 60 °C a pH 3.5 con 106.57 dias y etanol (50 mg/kg) a 60 °C a
pH 3.5 con 76.41 dias. La concentracion de compuestos fendlicos a dichas vidas medias fue
de 424.81, 304.30 y 484.90 mg de acido galico/kg de extracto, respectivamente. Los valores
de vida media mas bajos fueron presentados por el extracto de etanol (50 g/kg) a 25°C con
6.05 dias, propilenglicol (50 g/kg) a 25°C con 6.73 dias y etanol absoluto a 60°C con 7.89
dias, todos a un pH de 5.5. La concentracion de compuestos fendlicos fue de 488.25, 509.07
y 364.72 mg de acido galico/kg para cada uno de los extractos antes mencionados. De
acuerdo con estos resultados, es fundamental elegir de manera adecuada la temperatura, pH
y disolvente de extraccidn si se quiere obtener un alto contenido de compuestos fendlicos en

los extractos de J. spicigera.

Anaya-Esparza y colaboradores (2018) evaluaron el efecto de diversos métodos de
extraccion (ultrasonido, agitacién y decoccion) sobre el contenido de compuestos fendlicos
(solubles, hidrolizables y totales) de los extractos acuosos de las hojas de J. spicigera. En
general, las cantidades mas elevadas de compuestos fendlicos solubles, hidrolizables y

totales se observo en los extractos obtenidos por ultrasonido (Tabla 12).

Tabla 12. Contenido total de compuestos fenélicos empleando diversos métodos de extracciéon por Anaya-
Esparza et al. (2018)

Tipo de extraccion Compuestos fendlicos Compuestos fendlicos Compuestos fendlicos

solubles® hidrolizables? totales®
Ultrasonido 37.50+0.39 16.50+0.35 54.01+0.17
Agitacién 32.25+0.28 14.21+0.18 46.46+0.46
Decoccion 34.41+0.53 13.35+0.45 47.76+0.45

a: mg de equivalentes de &cido gélico/g de material seco

4.2.3 Contenido total de flavonoides

Para la determinacién del contenido total de flavonoides se pueden emplear dos
métodos espectrofotométricos. Ambos métodos involucran la formacion de complejos de
aluminio por adicion de una disolucion de cloruro de aluminio, sin embargo, la longitud de
onda empleada es distinta. El primero involucra la determinacion de la absorbancia a 510 nm

en medio alcalino usando una disolucién de nitrito de sodio a la cual reaccionan rutina,
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luteolina, catequinas y acidos fendlicos. El segundo implica la evaluacion a 410-430 nm

resultando positivas las flavonas y flavonoles (Pekal et al., 2013).

Sepulveda-Jiménez y colaboradores (2009) previamente habian determinado la
actividad antioxidante y contenido total de compuestos fendlicos en el extracto acuoso y
metandlico de las partes aéreas y raices de J. spicigera. Adicionalmente, ellos determinaron
el contenido total de flavonoides en los extractos antes mencionados empleando el primer
método antes descrito. En los extractos acuosos el contenido fue de menor a mayor en
hojas, flores y tallos, mientras que en los extractos metandlicos el contenido fue de menor a
mayor en tallos, flores y hojas (Tabla 13). Este método produce la nitracién de cualquier
anillo aromatico con un grupo catecol sin sustituyentes en las posiciones restantes del anillo
(Pekal et al., 2013), por lo que este método no es selectivo y, en consecuencia, es ambiguo
hablar de contenido total de flavonoides cuando una gran cantidad de compuestos pueden

ser positivos.

Tabla 13. Contenido de flavonoides totales en los extractos acuosos y metanolicos de diferentes partes de J.
spicigera por Sepulveda-Jiménez et al. (2009)

Parte de la planta Tipo de extracto Contenido total de flavonoides?
Hojas Agua 0.62+0.13
Metanol 0.98+0.13
Tallos Agua 1.16+0.04
Metanol 0.18+0.12
Flores Agua 1.30+0.07
Metanol 0.70+0.09

a: g de catequina/ 100 g de material seco

4.2.4 Propiedades fisicoquimicas

Baqueiro-Pefia et al. (2017) determinaron las propiedades fisicoquimicas de los
extractos acuosos de las hojas de J. spicigera. En la Tabla 14 se observa que el valor de
actividad del agua fue mayor en las hojas frescas debido a su elevado contenido de
humedad. Los autores atribuyeron una acidez mayor en las hojas secas a su concentracion

de solidos solubles totales.
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Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas presentadas por los extractos acuosos de las hojas de Justicia spicigera
por Bagueiro-Pefia y colaboradores (2017)

Propiedad Contenido Actividad del pH Solidos solubles  Acidez titulable
fisicoquimica de humedad agua (aw) totales (%) (% de acido
(% m/v) citrico)
Hojas frescas ~ 69.84+0.02 0.910+0.001 6.85+0.17  4.00+0.00 0.03+0.00
Hojas secas 11.65+0.21 0.272+0.009 7.23+0.01 16.00+0.00 0.19+0.02

(almacenadas

por un afo)

4.2.5 Otros estudios
Cassani et al. (2014) realizé un analisis Unicamente por cromatografia en capa
delgada (CCD) de un extracto etandlico de las partes aéreas de J. spicigera y detecto la

presencia de flavonoides y polifenoles, terpenoides, saponinas, taninos y antocianinas.

Awad et al. (2018) que previamente habian evaluado la actividad antioxidante en un
extracto etanodlico de las partes aéreas de J. spicigera nuevamente realizaron un analisis
fitoquimico en donde detectaron la presencia de distintos metabolitos encontrando
carbohidratos y/o glicésidos, antocianinas y saponinas en una elevada concentracion y
cumarinas, lignanos, flavonoides (libres y compuestos) y esteroles y/o triterpenos en una baja

concentracion.

Finalmente, Real-Sandoval y colaboradores (2020) sometieron el polvo de Future
Foods® a extraccion por sonicacion con acetona con la finalidad de identificar y determinar el
contenido total de carotenoides. El contenido total de carotenoides fue de 110.49+4.6 ug/g de
muestra y los carotenoides identificados fueron luteina (32.7+3 ug/g de muestra), a-caroteno
(6.4t0.4 pg/g de muestra) y B-caroteno (25.7+2 pg/g de muestra), respectivamente.
Adicionalmente a este estudio, estos investigadores obtuvieron un extracto de metanol a
partir del polvo de J. spicigera mediante sonicacion, para identificar y cuantificar el contenido
total de triterpenoides, cuyo valor fue de 2.93 mg/g de material seco; en el analisis por CCD
se encontraron los triterpenoides: acido ursolico, acido oleandlico y un tercer compuesto no

identificado.

98



4.3 Canferitrina: Metabolito secundario mayoritario

El flavonoide canferitrina es el metabolito secundario mayoritario en J. spicigera. Ha sido aislado en multiples ocasiones

por diversos autores, con fines de estudios tanto quimicos como farmacolégicos (Euler et al. 1986; Dominguez et al., 1990;

Ortiz-Andrade et al., 2012; Alonso-Castro et al., 2012; Cassani et al., 2014; Zapata-Morales et al., 2016; Gonzélez-Trujano et

al., 2017; Angeles-Lopez et al., 2019; Real-Sandoval et al., 2020). En la Tabla 15 se indican las condiciones que han sido

empleadas para el aislamiento de este compuesto.

Tabla 15. Aislamientos de canferitrina a partir de J. spicigera

Parte dela  Disolvente Método de Condiciones de separacion Cantidad Referencia

planta extraccion aislada (mg)

Hojas Etanol 1.Soxhlet 1.Método: Cromatografia en columna abierta 300 Euler et al.
2.Reparto liquido- Fase estacionaria: Gel de silice 1986
liquido Fase movil: Metanol al 15% en cloroformo
2.1. Hexano:Agua Muestra: Fraccion de butanona
Muestra: Extracto
etandlico 2. Método: Cromatografia en columna abierta
2.2. Hexano, Fase estacionaria: Gel de silice
cloroformoy Fase mavil: Metanol al 15% en cloroformo
butanona Muestra: Fracciones de 1
Muestra: Fraccion
acuosa de 2.1

Hojas y Hexano:éter 1. Maceracion 1. Método: Cromatografia en columna abierta No Dominguez

ramas isopropilico: 2.Reflujo en metanol  Fase estacionaria: Gel de silice determinada et al., 1990

metanol Muestra: Residuo del reflujo en metanol
(1:1:1)

2.Método: Cromatografia de capa delgada (CCD)
Fase estacionaria: Gel de silice

Muestra: Fracciones de 1
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Hojas Etanol Aparato Soxtherm® Método: HPLC de fase reversa 69.65 Ortiz-
Tipo de columna: Kromasil C-18 (150 x 4.6 mm) con Andrade et
un D.I. 0.45 mm al., 2012
Velocidad de flujo: 0.4 mL/min
Fase estacionaria: C-18
Fase movil: Acido acético al 2% en agua
adicionando acetonitrilo en gradiente (10-70% por
20 min).
Amax: 260 nm
Muestra: Extracto concentrado disuelto en metanol
filtrado por una membrana de nylon de 0.45 pum.
Hojas Etanol Aparato Soxtherm® Método: HPLC de fase reversa 12.75 Alonso-
Condiciones: Ortiz-Andrade, et al., 2012 Castro et al.,
Muestra: Extracto concentrado disuelto en DMSO 2012
Partes Etanol Maceracion 1.Método: Cromatografia en columna abierta 1025 Cassani et
aéreas Fase estacionaria: Gel de silice al., 2014

Fase movil: Mezcla de disolventes en gradiente
(hexano, acetato de etilo y
metanol)

Muestra: Extracto etanélico

2. Método: CCD
Fase estacionaria: Gel de silice (0.25 mm)
Fase movil: Acetato de etilo: Metanol (9:1)

Muestra: Fracciones de 1

3.Método: Cromatografia ultra rapida

Fase estacionaria: Gel de silice “flash” (32-63 um)
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Fase movil: Acetato de etilo:Metanol (9:1)

Muestra: Fracciones obtenidas en 2 con perfiles

similares
Hojas Etanol Aparato Soxtherm® Método: HPLC de fase reversa 59 Zapata-
Condiciones: Ortiz-Andrade, et al., 2012; Alonso- Morales et
Castro, et al., 2012 al., 2016
Muestra: Extracto etanélico concentrado y liofilizado
Partes Agua Aparato Soxtherm® Método: HPLC de fase reversa No Gonzélez-
aéreas Tipo de columna: Symmetry C-18 100 A (150 x 45 determinada Trujano et
mm, 5 um) al., 2017
Velocidad de flujo: 1 mL/min
Fase estacionaria: C-18
Fase movil: Agua acidificada con &cido fosférico al
1% adicionando acetonitrilo en gradiente
Amax: 347 nm
Muestra: Extracto liofilizado disuelto en metanol y
filtrado con una membrana (0.2 mm)
Partes Etanol Maceracion 1.Método: Cromatografia en columna abierta 5.5 Angeles-
aéreas Fase estacionaria: Gel de silice Lépez et al.,
Fase movil: CH2Cl2:Metanol (9:1) y metanol 2019

(100%).

Muestra: Extracto filtrado y concentrado

2. Método: Cromatografia en columna abierta
Fase estacionaria: Gel de silice

Fase movil: Inicial de CH2Cl2:Metanol (95:5) y final
de metanol(100%).

Muestra: Fraccién 8/10 del paso 1.
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3. Método: CCD preparativa
Fase estacionaria: Gel de silice
Fase movil: CH2Cl2:Metanol (85:15)

Muestra: Fraccién 12’/19’ del paso 2.

Polvo
(Future
Foods®)

Etanol

Ultrasonido

Método: HPLC de fase reversa

Tipo de columna: Zorbax C-18 (150 x 4.6 mm) con
un D.l. de 0.5 um

Velocidad de flujo:0.5 mL/min

Fase estacionaria: C-18

Fase movil: Acido acético al 2% en agua
adicionando acetonitrilo en gradiente (10-70% por
20 min)

Amax: 347 nm

Muestra: Extracto etandélico filtrado y concentrado

1.67 Real-
Sandoval et
al., 2020

Material

vegetal

Agua

1.Maceracién
2.Reparto liquido-
liquido

2.1.Acetato de etilo
Muestra: Extracto

acuoso

Método: Cromatografia en columna abierta
Fase estacionaria: Sephadex LH-20
Fase movil: Metanol

Muestra: Fracciéon de acetato de etilo

No Montafio-
determinada Cruz 2020
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CAPITULO 5. FARMACOLOGIA DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS DE J.
SPICIGERA

5.1 Canferitrina

5.1.1 Actividad a nivel de la presidon sanguinea

Gohara et al. (1997) evaluaron por primera vez los efectos hipotensivos ejercidos por
la canferitrina. En conejos sanos que recibieron una dosis de 60 mg/kg, la frecuencia
cardiaca y presion arterial se redujeron en un 2.38% y 5.26%, respectivamente. Asimismo, al
emplear una dosis de 290 mg/kg los parametros antes mencionados se redujeron en un
28.57% y 31.58%, respectivamente. En ratas hipertensas, la canferitrina ejerci6 una
reduccion en la presion arterial de 10.7+1.6 mmHg (45 mg/kg), 17.9+2.4 mmHg (90 mg/kg) y
57.1+4.6 mmHg (135 mg/kg). Adicionalmente, en auriculas de cobayo, la canferitrina (40
mg/mL) no produjo ningin cambio sobre la velocidad o la fuerza de las contracciones y no
alterd los efectos ionotrépicos y cronotrépicos provocados por la isoprenalina (5 ng/mL), lo
gue sugiere que en el mecanismo de accion de la canferitrina no estan involucrados los
receptores (1 adrenérgicos. Finalmente, en aorta de cobayo, la canferitrina (40 mg/mL y 80
mg/mL) no alterd la contraccién vascular inducida por la norepinefrina (100 a 300 ng/mL), por

lo que la canferitrina tampoco ejercio efecto alguno sobre los receptores ai-adrenérgicos.

Pasados 22 afios Cechinel-Zanchett y colaboradores (2019b) evaluaron nuevamente
la actividad hipotensiva ejercida por la canferitrina sobre ratas Wistar sanas e hipertensas. La
canferitrina (0.001 a 0.3 pg/mL) logro relajar los anillos adrticos obtenidos de la aorta toracica
descendente de las ratas en un 34.70+7.61%, por lo que los autores creen que podria ser un
candidato en el desarrollo de nuevas o complementarias estrategias al tratamiento de
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, no describen algin mecanismo de accion

debido a que no emplearon algun farmaco de referencia.

Por otra parte, la disfuncion endotelial puede emplearse como un marcador de la
hipertension debido a que la disponibilidad reducida de o6xido nitrico (NO) provoca un
aumento del estrés oxidativo en el endotelio y con el tiempo conduce a un estado
proinflamatorio, protrombotico y vasoconstrictivo (Rogier van der Velde et al., 2015). Lincha y
colaboradores (2016) evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la disfuncion endotelial

inducida por nicotina sobre células endoteliales de la vena umbilical humana. La canferitrina
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(10 uM) no ejercio ningun efecto sobre la expresién de VCAM-1 e ICAM-1 a nivel del mMRNA y
proteico. Estas proteinas se expresan en respuesta al dafio endotelial actuando como
moléculas de adhesion promoviendo el reclutamiento de leucocitos a lo largo de la superficie
endotelial, la adhesion firme, la activacion y la extravasacion en el tejido (Lincha et al., 2016).
Ademas, la canferitrina indujo un aumento significativo en la expresion de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) a nivel proteico. Los niveles de Oxido nitrico (NO) en células
endoteliales disminuyeron significativamente, en contraste con las células que no recibieron
tratamiento y también disminuyé la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Por
otra parte, incluyeron la evaluacion de marcadores de la inflamacion sobre células
endoteliales de la vena umbilical humana. La canferitrina (10 pM) no mostrd ningun efecto
sobre la expresion de los genes que codifican para el TNF-qa, IL-8 e IL-1B. Los resultados
obtenidos sugieren que la canferitrina podria ser un candidato para el tratamiento de la
disfuncion endotelial.

Por otro lado, De Souza y colaboradores (2017) evaluaron los efectos diuréticos y
natriuréticos de la canferitrina ejercidos sobre ratas macho Wistar sanas e hipertensas. En
ratas sanas e hipertensas, la canferitina a una dosis de 1 mg/kg logr6 aumentar
significativamente el volumen urinario tras 1, 2, 4, 6 y 8 h del tratamiento en contraste con el
grupo de ratas sanas e hipertensas que solo recibieron vehiculo como tratamiento.
Adicionalmente, los autores cuantificaron los niveles de electrolitos (Na* y K*), pH y
conductividad en la orina de ratas sanas después de 8 h del tratamiento con canferitrina (0.1,
0.3y 1 mg/kg). En el pH no se observaron cambios significativos a ninguna de las dosis de
canferitrina evaluadas, en contraste con el grupo que solo recibié vehiculo como tratamiento.
La conductividad de la orina de ratas sanas que recibieron canferitrina (1 mg/kg) aumenté
significativamente a 19.64+0.86 mS/cm de los 17.31+0.29 mS/cm presentados por el grupo
control. Los niveles de Na* presentados en las muestras de orina de ratas sanas tratadas con
canferitrina (1 mg/kg) aumentaron a 175.40+14.92 mM de los 89.39+06.01 mM presentados
por el grupo control. El ion sodio (Na*) es un regulador crucial en el volumen sanguineo, la
alta concentracion sérica promueve la retencion de liquidos y en consecuencia un aumento
en la presion arterial (Oparil et al., 2018), por lo que el aumento de la concentracion de este
ion en orina se puede interpretar como simbolo de los efectos antihipertensivos ejercidos por
la canferitrina. La concentracién de K* en las muestras de orina de ratas sanas tratadas con
canferitrina (1 mg/kg) fue de 26.09+2.17 mM en contraste con los 24.07+1.64 mM del grupo
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control. La baja excreciéon urinaria de potasio se ha asociado con un mayor riesgo de
desarrollar hipertension, por lo que un aumento en su excrecion también se podria interpretar
como simbolo de los efectos antihipertensivos ejercidos por la canferitrina, sin embargo, en
este ensayo los cambios no son evidentes. En ratas hipertensas, la canferitrina (1 mg/kg)
indujo un aumento en la excrecion urinaria de Na* a 215.00+14.49 mM de los 133.80+14.29
mM presentados por el grupo que solo recibié vehiculo y también este flavonoide indujo un
aumento en el volumen de excrecién urinario. Sin embargo, no ejercié ningun efecto sobre el
pH, la densidad y la conductividad de la orina. Ademas, en ratas sanas, la canferitrina (1
mg/kg) ejerci6 un aumento significativo sobre los niveles urinarios de creatinina y
prostaglandina E2, mientras que no ejercid ningun efecto sobre los niveles urinarios de
calcio. El aumento significativo de la prostaglandina E2 la relacionaron con una generacion
aumentada de prostanoides enddégenos que puede representar un papel fundamental en los
efectos renales de la canferitrina, mientras que, con el aumento en los niveles de creatinina,
los autores sugieren que este flavonoide mejora la circulacidon hacia los vasos renales, lo que

es simbolo de una mejor filtracién glomerular.

Finalmente, los autores evaluaron el papel de los prostanoides, los receptores
muscarinicos y el oxido nitrico en la accion diurética de la canferitrina. En ratas sanas
administraron un inhibidor de la ciclooxigenasa (indometacina), un antagonista del receptor
muscarinico (atropina) y un inhibidor de la Oxido nitrico sintasa (L-NAME) previo al
tratamiento con canferitrina. La atropina (1.5 mg/kg) y L-NAME (60 mg/kg) no afectaron el
efecto diurético ejercido por la canferitrina (1 mg/kg) por lo que el mecanismo por el cual este
flavonoide ejerce su accion es independiente de la activacion del receptor muscarinico o de
la generacion de Oxido nitrico. La indometacina (5 mg/kg) ejerci6 una disminucion
significativa de la diuresis presentada por la canferitrina (1 mg/kg) con un volumen urinario de
3.26+0.11 mL/100 g de los 4.06+0.11 mL/100 g presentados por el tratamiento solo con el
flavonoide, asi demostraron la importancia de la generacién de prostanoides endégenos en
los efectos diuréticos de la canferitrina. Ademas, en las ratas que recibieron canferitrina junto
a indometacina, la concentracion de K* disminuy6 significativamente a 119.00 + 11.66 mM en
contraste con el grupo que solo recibié canferitrina como tratamiento (175.90 + 12.19 mM).
La atropina, L-NAME e indometacina no ejercieron ningun efecto sobre la concentracion de

Na*, el pH y la conductividad de las muestras de orina. En general, la canferitrina exhibié
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efectos diuréticos y natriuréticos en ratas sanas e hipertensas por lo que podria emplearse

en el tratamiento de la hipertension y afecciones renales.

5.1.2 Actividad protectora de la membrana renal

El efecto protector ejercido por la canferitrina sobre células epiteliales de riiidn de
cerdo (LLC-PK1) fue evaluado por Yokozawa y colaboradores (1999) mediante el ensayo de
pérdida de lactato deshidrogenasa (LDH). Este ensayo se basa en la cuantificacion
extracelular de la actividad de esta enzima ya que su acumulacion extracelular es un
indicador de muerte celular irreversible debido al dafio de la membrana celular (Fotakis et al.,
2006). La canferitrina mostré una reduccion significativa en la pérdida de LDH a 78.5+5.4%
(0.25 pg/mL), 75.9+3.2% (0.5 pg/mL), 74.3+5.6% (2.5 pg/mL) y 72.3+6.1% (5 pg/mL) en

contraste con el 100.0+5.8% presentado por el grupo control.

Adicionalmente, los autores evaluaron el efecto de la canferitrina sobre el estrés
oxidativo en células LLC-PK1 y utilizando malondialdehido (MDA) como biomarcador. La
canferitrina origin6 una reduccion significativa en la cantidad de MDA a 82.2+6.1% (0.25
pg/mL), 78.946.8% (0.5 pg/mL), 71.6+4.3% (2.5 pg/mL) y 68.4+4.9% (5 pg/mL) en
comparacion con el grupo control (100.0+7.1%). Los autores relacionaron la disminucion en
la cantidad de liberacion extracelular de LDH con una disminucion de la permeabilidad de la
membrana renal debido a la peroxidacion lipidica. Los niveles de MDA mostraron también
una disminucion y, por lo tanto, el efecto protector de la canferitrina sobre las células
epiteliales de rifidbn de cerdo esta relacionado con la posicion de los residuos de ramnosa en
su estructura. Esta conclusién sobre la relaciébn de la estructura-actividad biol6gica los
autores la remarcan ya que evaluaron otros flavonoides con otros residuos de azucar y

agliconas solas.

5.1.3 Actividad antinociceptiva

De Melo et al. (2009) evaluaron la actividad antinociceptiva inducida por la canferitrina
mediante el ensayo de contorsiones inducidas por acido acético en ratones macho Swiss. La
canferitrina redujo las contorsiones en un 47.3% (25.6+5.6 contorsiones), mientras que la
indometacina (control positivo) las redujo en un 68.9% (15.1+3.5 contorsiones), en contraste
con el grupo que no recibié tratamiento (48.6+3.4 contorsiones). La canferitrina mostré un

efecto discreto en comparacion con el efecto ejercido por la indometacina.
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5.1.4 Actividad sobre el Sistema Nervioso Central (SNC)

Cassani y colaboradores (2014) evaluaron la actividad antidepresiva de la canferitrina
(aislada de J. spicigera) en ratones macho Swiss Webster mediante el ensayo de suspension
de la cola (TST, por sus siglas en inglés), prueba de natacién forzada (FST, por sus siglas en
inglés) y la prueba de campo abierto (OFT, por sus siglas en inglés). El ensayo de
suspension de la cola consiste en suspender de la cola a los ratones por encima del suelo
para posteriormente evaluar su comportamiento durante un periodo de 6 minutos (Carr et al.,
2010). En general, los roedores se mueven hasta quedarse inmdviles, pero al administrar
agentes antidepresivos se reduce el periodo de inmovilidad. La canferitrina mostré6 una
reduccion significativa en el tiempo de inmovilidad a dosis de 10 y 20 mg/kg con respecto a
los ratones control, mientras que a la dosis de canferitrina de 1 y 5 mg/kg no se produjeron
cambios. Los farmacos antidepresivos evaluados que incluyeron fluoxetina (10 mg/kg),
desipramina (12.5 y 25 mg/kg) e imipramina (12.5 y 25 mg/kg) redujeron el tiempo de

inmovilidad de una forma dependiente de la dosis.

El ensayo de natacion forzada consiste en colocar al roedor en un recipiente cilindrico
con agua del que intenta escapar durante cierto periodo de tiempo para después mantenerse
inmévil. La inmovilidad se caracteriza por la ausencia de movimiento, excepto el necesario
para mantener la nariz fuera del agua (Carter et al., 2015). Los autores observaron que, a
dosis de 5, 10 y 20 mg/kg de canferitrina se redujo significativamente el tiempo de
inmovilidad, mientras que de los farmacos antidepresivos solo la imipramina (12.5 y 25
mg/kg) y desipramina (6.25, 12.5 y 25 mg/kg) redujeron el tiempo de inmovilidad en los

roedores.

Por otra parte, la prueba de campo abierto consiste en colocar al roedor en una caja
de forma cuadrada, circular o rectangular en la cual se registran varios parametros en el
comportamiento durante un periodo de tiempo establecido (Gogas et al., 2007). En el ensayo
realizado por Cassani y colaboradores (2014) se cuantificaron las veces que los roedores
cruzaban los cuadrados marcados en la caja, asi como el nimero de veces que se paraban
sobre sus patas traseras durante un periodo de 5 min. La disminucion en el nimero de
conteos se consider6 como una disminucién en la actividad locomotora. En general, dichos
parametros no se vieron afectados por ninguno de los farmacos antidepresivos y solo la
canferitrina a una dosis de 20 mg/kg ejerci6 un aumento significativo en el numero de

conteos a 44.7+2.29 de los 31.7+3.24 presentados por el grupo control.
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Adicionalmente, para evaluar el mecanismo mediante el cual la canferitrina ejercia su
efecto como antidepresivo se mezclaron dosis de canferitrina (1 mg/kg) que no mostraron
efectos significativos en los ensayos de suspension de la cola y natacion forzada, con
fluoxetina (10 mg/kg), imipramina (6.25 mg/kg) y desipramina (3.12 mg/kg). Las mezclas de
canferitrina junto a imipramina y canferitrina junto a fluoxetina mostraron una reduccion
significativa en el tiempo de inmovilidad respecto al grupo control, mientras que la mezcla de

canferitrina junto a desipramina no mostré ningun efecto.

Cassani et al. (2014) evaluaron la participacion del sistema serotoninérgico sobre los
efectos antidepresivos de la canferitrina mediante el ensayo de natacion forzada, para lo cual
emplearon un inhibidor de la sintesis de serotonina (p-clorofenilalanina), un antagonista del
receptor 5-HT1as (pindolol), un antagonista de los receptores 5-HT1a y D4 (WAY 100635) y un
agonista del receptor 5-HT1a (8-OH-DPAT). Los autores observaron que en los roedores que
recibieron p-clorofenilalanina (100 mg/kg) junto a canferitrina (10 mg/kg) se redujo
escasamente el tiempo de inmovilidad a 50.36+4.52 s de los 51.26+6.24 s de inmovilidad que
presentaron los ratones que solo recibieron p-clorofenilalanina. Al administrar solo
canferitrina (10 mg/kg) se redujo a 27.73+3.62 s el tiempo de inmovilidad. De acuerdo con
estos resultados, la p-clorofenilalanina bloquea los efectos antidepresivos ejercidos por la
canferitrina. El tiempo de inmovilidad, empleando la mezcla de pindolol (10 mg/kg) junto a
canferitrina (10 mg/kg), se redujo a 13.10+2.42 s de los 59.86+7.83 s que presentaron los
ratones que solo recibieron pindolol como tratamiento. Es decir, el pindolol contribuy6 al
efecto antidepresivo ejercido por la canferitrina, por lo que los autores creen que los efectos
de la canferitrina son principalmente serotoninérgicos que noradrenérgicos. El tratamiento en
roedores con WAY 100635 (0.03 mg/kg) junto a la canferitrina (10 mg/kg) y WAY 100635
solo, ejercieron un aumento en el tiempo de inmovilidad a 54.24+6.85 s y 58.03+5.49 s,
respectivamente, de los 29.11+3.08 s que presentaron los ratones que recibieron solo
canferitrina (10 mg/kg) como tratamiento. De acuerdo con estos resultados, WAY 100635
bloquea los efectos antidepresivos ejercidos por la canferitrina. Por Ultimo, los tratamientos
con 8-OH-DPAT (0.05 mg/kg y 0.5 mg/kg) junto a la canferitrina (1 mg/kg) redujeron el tiempo
de inmovilidad a 34.91+3.48 s y 30.78+3.48 s respecto a los 60.85+3.85 s del grupo de
ratones Swiss Webster que recibieron 8-OH-DPAT (0.5 mg/kg) como tratamiento. 8-OH-
DPAT parece ejercer un efecto sinérgico sobre los efectos ejercidos por la canferitrina y

posiblemente actie como un agonista parcial del receptor 5-HT1a.
108



Es importante explicar en relacién a los experimentos de Cassani et al. (2014) que la
serotonina o 5-HT (5-hidroxitriptamina) es un neurotransmisor que no solo regula muchos
procesos fisiolégicos importantes como la temperatura corporal, el suefio, el apetito, el dolor
y la actividad motora, sino que también modula las funciones cerebrales superiores, incluidas
la cognicion y el comportamiento emocional (Svob Strac et al., 2016). Los principales
receptores que se expresan en el SNC son 5-HTia, 5-HTis, 5-HTip, 5-HT2 y 5-HTs. Se ha
reportado que la serotonina puede participar en la modificacion del estado de animo por lo
gue se administra tript6fano para aumentar la sintesis de 5-HT en padecimientos como la
depresion.

Finalmente, los autores evaluaron el posible efecto de la canferitrina sobre el eje HHA,
para lo cual se midieron los niveles de corticosterona en suero después de la administracion
de dicho flavonoide e imipramina. El eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) incluye el
hipotdlamo, la hipdfisis y las glandulas adrenales. Mediante un estimulo de estrés el
hipotdlamo secreta dos hormonas las cuales son la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) y arginina vasopresina (AVP). La CRH actua a nivel de la hipdfisis, especificamente la
adenohipdfisis, estimulando la liberacién de la hormona adenocorticotropina (ACTH) que se
transporta a través del torrente sanguineo hasta la corteza suprarrenal donde estimula la
secrecion de cortisol que es el principal glucocorticoide, el cual actia promoviendo la
degradacion de proteinas, la lipolisis y la gluconeogénesis, ademas, ayuda a combatir el
estrés y como agente antiinflamatorio. Niveles elevados de cortisol se han reportado en
pacientes con trastornos asociados al estado de animo (Varghese et al., 2001). Ninguno de
los tratamientos (canferitrina e imipramina) redujo los niveles de corticosterona respecto al
grupo control, al contrario, hubo un aumento significativo de 495.42+58.98 nM a
1000.52+£38.42 nM, 1271.51+200.91 nM y 925.25+128.59 nM, respectivamente. Por lo que
no queda clara la influencia del eje HHA en los efectos antidepresivos ejercidos por la

canferitrina.

En 2017, Gonzéalez-Trujano y colaboradores evaluaron el efecto anticonvulsivo
ejercido por la canferitrina (aislada de J. spicigera) cuantificando los cambios en la actividad
cerebral de ratas Wistar en un encefalograma. Las convulsiones fueron generadas por
administracion de pentilenotetrazol. En el encefalograma de las ratas a las que se les
administré canferitrina (1 pg/mL) se presentd una respuesta similar e incluso mejor a la

presentada por el agente anticonvulsivo etosuximida (1 pg/mL) al reducir las frecuencias a
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6+2 picos de los 12+2 picos presentados en el encefalograma del grupo que solo recibio
vehiculo, mientras que la etosuximida solo las redujo a 10+1 picos. Adicionalmente, los
autores evaluaron el comportamiento de las convulsiones ténico-clénicas haciendo uso de la
escala de Racine (clasificar tipo de convulsiones). La canferitrina (1 pg/mL) indujo un
aumento significativo en el tiempo que tardaban en presentarse las convulsiones ténico-

clonicas tipo 1l y Il 'y evitd por completo las convulsiones tipo IV y V.

5.1.5 Actividad anticancerigena

Con la finalidad de evaluar la actividad de la canferitrina sobre la despigmentacion de
los melanocitos, Rho et al. (2011) sometieron células B16 a concentraciones con canferitrina
o arbutina (control positivo). Este tipo de células es un modelo murino empleado en la
evaluaciéon de un tipo de cancer de piel conocido como melanoma. El color de la piel es
generado en su capa mas externa conocida como epidermis. En esta se encuentran células
productoras de melanina (pigmento) conocidas como melanocitos. La melanina también es la
encargada de absorber radicales libres generados dentro del citoplasma y proteger al
huésped de varios tipos de radiacion ionizante, incluida la luz ultravioleta (Chang, 2012).
Existen dos tipos de melanina, feomelanina y eumelanina, las cuales se forman mediante un
proceso en comun conocido como melanogénesis que comienza con una reaccion clave que
es la oxidacion de la tirosina a dopaquinona catalizada por la tirosina cinasa. Esta reaccion
limita la formacién de melanina dado que las reacciones posteriores suceden de manera
espontanea a un pH fisiolégico. Por el contrario, la despigmentacion es una destruccion
anormal de melanocitos benignos. La canferitrina no ejercié ningun efecto sobre la actividad
de la tirosina cinasa y la despigmentacion. Los autores también evaluaron al canferol que es
la aglicona de la canferitrina, observando una actividad relevante por lo cual concluyeron que
existe una relacion con la estructura de la canferitrina al contener dos residuos de ramnosa y

la actividad anti despigmentante.

La actividad ejercida por la canferitrina sobre lineas celulares derivadas de tumores
humanos de carcinomas de mama (MDA-MB-231), cuello uterino (HeLa), ovario (SKOV-3),
préstata (DU-145), colorrectal (SW-480), e higado (HepG2), asi como queratinocitos
inmortalizados humanos sanos (HaCaT) fue evaluada por Alonso-Castro y colaboradores

(2013). La canferitrina mostro valores de Clso de 65.7+2.6 uyM, 45.7+2.6 pM, 80.7+1.1 uM,
77.7¢5.6 uM, 85.7+t1.6 pM, 105.7+6.4 uM y 177.7+7.9 uM sobre las lineas celulares antes
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mencionadas, respectivamente. El cisplatino y paclitaxel empleados como controles positivos

ejercieron elevados efectos citotoxicos contra todas las lineas celulares.

Después, los autores evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la apoptosis de
células HelLa analizadas mediante el ensayo TUNEL (acrénimo de marcado de final de corte
de dUTP de terminal deoxinucleotidil transferasa, por sus siglas en inglés) observando la
fragmentacion del DNA a través de microscopia de fluorescencia. Las células tratadas con
canferitrina (45 mM) mostraron caracteristicas tipicas de apoptosis (condensacién de
cromatina y aparicion de cuerpos apoptoticos) superiores a las presentadas por el paclitaxel
(0.1 mM). La apoptosis fue cuantificada por citometria de flujo, donde la canferitrina (45 mM)
indujo el 39% de apoptosis en células HelLa, mientras que el paclitaxel (0.1 mM) indujo el
57% de apoptosis. Los autores también evaluaron la produccion intracelular de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en células HelLa. El tratamiento con
paclitaxel (0.1 mM) y canferitrina (45 mM) redujo dicha produccion en comparacion con las
células HeLa que no recibieron ningun tratamiento. Adicionalmente, los autores evaluaron el
efecto de la catalasa de higado bovino adicionada a los tratamientos con canferitrina (45 mM)
y paclitaxel (0.1 mM) sobre la producciéon de ROS. La catalasa indujo una reduccién en la
produccion de especies reactivas de oxigeno en ambos tratamientos y, ademas, los niveles
de apoptosis generados por la canferitrina y el paclitaxel fueron bloqueados parcialmente por
la presencia de esta enzima. Los peroxisomas son estructuras similares a las mitocondrias
en los cuales se encuentra la catalasa, esta enzima media la escision del peroxido de

hidrogeno en agua y oxigeno (Cooper, 2000) evitando la generacion de ROS.

Estos mismos autores también analizaron los efectos de la canferitrina (45 mM) sobre
el ciclo celular de células HeLa. Después de 48 h de tratamiento, en las células tratadas con
paclitaxel se observo que el 80.33% se acumul6 en la fase G2/M, 12.56% en la fase S y
7.18% en la fase Go/G1, mientras que en las células que recibieron canferitrina se presento
un 72.44% en la fase Go/Gi, 16.59% en la fase G2/M y 10.97% en la fase S. La acumulacion
de las células HelLa en la fase Go/G1 por efecto de la canferitrina demuestra la capacidad de
este flavonoide para detener el avance del ciclo celular, mientras que el paclitaxel evita la
progresion del ciclo celular hacia la mitosis, pero no actda al inicio del ciclo celular como lo
hace la canferitrina. Posteriormente y dado que la canferitrina ejercio sus efectos en la fase
Go/G1 del ciclo celular de células Hela, los autores analizaron su rol sobre la expresion de

pl6, p21 vy la ciclina D1, factores que se encuentran involucrados en la progresiéon del ciclo
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celular en la transicion de la fase Gi1 a S. La canferitrina mostré un aumento significativo en la
expresion de pl6 y p21, pero una disminucion en la expresion de la ciclina D1 lo cual es
congruente ya que pl6 y p21 evitan el avance de las células de la fase G:1 a la fase S,

mientras que la ciclina D1 regula positivamente la transicion de la fase Gi1 a S.

También, se analizaron los efectos de la canferitrina sobre la expresién de proteinas
relacionadas con la via intrinseca de la apoptosis y observaron que los niveles de pAkt y Bcl-
2 disminuyeron, mientras que los niveles de expresiéon de Puma, Bad, p53 y los niveles de
Akt se mantuvieron sin cambios en comparacién con las células HeLa que no recibieron
tratamiento. Adicionalmente, los autores analizaron el efecto de la canferitrina (45 mM) sobre
la caspasa 3 en presencia y ausencia de su inhibidor (z-VAD fmk) observando que en
presencia del inhibidor los efectos apoptéticos ejercidos por la canferitrina fueron abolidos e

indujo la escision proteolitica de la caspasa 3.

Alonso-Castro et al., 2013 evaluaron los efectos quimiopreventivos y antitumorales
ejercidos por la canferitrina sobre tumores de células HeLa en ratones nu/nu. Primeramente,
realizaron una implantaciéon tumoral y pasadas 4 horas (efecto quimiopreventivo) y 8 dias
(efecto antitumoral) de este procedimiento, iniciaron el tratamiento con canferitrina a distintas
dosis por 32 dias, pero solo la dosis de 25 mg/kg ejerci6 efectos comparables con los
controles positivos que fueron paclitaxel y cisplatino cada uno a dosis de 1 mg/kg. En cuanto
a los efectos quimiopreventivos, la canferitrina mostré una disminucion significativa en el
crecimiento tumoral en un 97% en comparacion con los ratones que no recibieron
tratamiento. El cisplatino y paclitaxel redujeron el crecimiento tumoral en un 99% y 98%,
respectivamente. El peso del tumor se redujo en un 95% en comparacién con los ratones que
no recibieron tratamiento. El cisplatino y paclitaxel redujeron el peso tumoral en un 96% y
99%, respectivamente. Por otro lado, en cuanto a los efectos antitumorales, la canferitrina
mostré una disminucién significativa del crecimiento tumoral en un 78%, mientras que el
cisplatino y paclitaxel redujeron el crecimiento del tumor en un 79% y 88%, respectivamente.
La canferitrina inhibio el peso del tumor en un 75%, mientras que el paclitaxel y cisplatino en

un 90% y 77%, respectivamente.

Para evaluar la eficacia de la canferitrina como posible farmaco para el tratamiento de
cancer inducido por células HelLa en ratones, los autores emplearon los pardmetros de

tiempo medio de supervivencia y esperanza de vida. El tiempo medio de supervivencia para
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los ratones no tratados fue de 46 dias; dicho tiempo aumenté a 83 dias en los ratones
tratados con paclitaxel, mientras que la canferitrina ejercio un aumento a 73 dias. Ademas, la

canferitrina mejoro la esperanza de vida en un 159% vy el paclitaxel lo hizo en un 180%.

Posteriormente, realizaron tinciones de cortes tumorales, en donde las micrografias de
ratones no tratados mostraron mitosis atipica, patron pseudopapilar y alta proliferacion
celular, mientras que los tumores tratados con paclitaxel mostraron areas con células
necroticas (20%) y apoptéticas. Los tumores tratados con canferitrina mostraron una necrosis
masiva (50%) y células apoptéticas. Ademas, se observlé una mayor permeacion vascular en
los tumores no tratados en comparacion con los tumores tratados con canferitrina o

paclitaxel.

Finalmente, Alonso-Castro et al., 2013, evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la
expresion de proteinas antiapoptoticas en los tumores, dichas proteinas incluyeron a pAkt,
ciclina D1 y el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA, por sus siglas en inglés).
Los tumores no tratados expresaron un porcentaje celular positivo del 53.5% para ciclina D1,
41.3% para pAkt y 37% para PCNA, mientras que la canferitrina redujo el nimero de células
positivas para pAkt, ciclina D1 y PCNA en un 14.1%, 21.3% y 21%, respectivamente. Con
toda esta serie de experimentos los autores plantean la posibilidad de que la canferitrina es
un compuesto que podria llegar a emplearse como un farmaco en el tratamiento de cancer
de cuello uterino ya que induce altos efectos citotdxicos in vitro e in vivo contra las células
HelLa. También, los autores plantean realizar modificaciones en la estructura quimica de la
canferitrina con la finalidad de conocer el papel de los grupos funcionales en su actividad

biolégica, asi como realizar estudios toxicoldgicos a nivel crénico de este flavonoide.

Por otra parte, Zhu y colaboradores (2018) también evaluaron el efecto de la
canferitrina sobre la melanogénesis. Ellos sometieron la linea celular de melanoma murino
B16 obtenida de ratones C57BL/6J a exposicion con la hormona estimulante de melanocitos
a (a-MSH) que estimula la melanogénesis. Después, al afiadir canferitrina los autores
detectaron que no se redujo de manera significativa la melanogénesis porque el contenido de

melanina fue similar al presentado por las células B16 que no recibieron ningun tratamiento.

Cechinel-Zanchett et al. (2019a) evaluaron los efectos preventivos de la canferitrina
sobre la toxicidad intestinal inducida por irinotecan en células epiteliales de intestino delgado
de ratas (linea celular IEC-6). El irinotecan es un farmaco empleado en oncologia para el
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tratamiento de cancer colorrectal que actia mediante la inhibicion de la topoisomerasa |. Esta
enzima es clave en la replicacion y reparacion del dafio ejercido al DNA. Los principales
efectos secundarios del irinotecan son la disminucion de la actividad de la médula 6sea y
diarrea (Blakeley et al., 2012). El irinotecéan redujo la viabilidad celular en un 24% (10 puM),
28% (30 uM) y 23% (100 uM) en comparacion con las células que no recibieron ninguin
tratamiento. Las células que fueron pretratadas con canferitrina (10, 30 y 100 pg/mL) evitaron
la disminucion de la viabilidad celular inducida por el irinotecan en una forma dependiente de
la concentracion, es decir, la canferitrina previene los efectos citotoxicos inducidos por el

irinotecan.

La unién de la canferitrina al receptor a estrdgenos a fue ensayada por Maslikah y
colaboradores en 2020 mediante una evaluacion de acoplamiento molecular donde este
flavonoide mostré una afinidad de union de -9.2 kcal/mol. El tamoxifeno (control positivo)
exhibié una afinidad de unién de -7.4 kcal/mol, es decir, la afinidad de unién al receptor a
estroégenos a por la canferitrina es mas baja que la ejercida por el tamoxifeno. La interaccion
de la canferitrina con el receptor a estrégenos a se da a través de enlaces de hidrégeno con
los residuos de Glu419 y Glu523 y, enlaces alquilo con Cys381, Met427, His516 y Lys520, a
su vez, el tamoxifeno mostré interacciones mediante la formacién de enlaces alquilo con los
residuos de His377, Cys381 y Lys520, respectivamente. La canferitrina y el tamoxifeno
mostraron una uniéon en comun con el residuo de Lys520 en la formacion de enlaces alquilo.
Ademas, la actividad antineoplasica y antioxidante de la canferitrina medida por valores de
probabilidad de actividad (0.847 y 0.905) fue similar a la presentada por el tamoxifeno (0.821
y 0.926). Finalmente, los ensayos de prediccidon de la toxicidad y farmacocinética (absorcion,
distribucién, metabolizacion y eliminacion) de la canferitrina fueron evaluados contrastandola
con el tamoxifeno. En cuanto al proceso de absorcion que se evalué a nivel in silico, la
canferitrina mostré un porcentaje de absorcién tras la digestion humana de 35.385% contra
96.885% del tamoxifeno, es decir, la absorcion de este flavonoide no es buena ni mala dado
gue es mayor al 30% pero menor al 80%. A su vez, evaluaron la permeabilidad de la
canferitrina utilizando células de Caco-2, que es una linea celular de adenocarcinoma
colorrectal que se emplea como modelo de permeabilidad epitelial. La canferitrina mostré una
permeabilidad en valor de log P (lipofilicidad) de 0.225x10 cm/s contra 1.065x10 cm/s del
tamoxifeno. La permeabilidad se considera alta si el valor de log P > 0.90x10¢ cm/s, por lo
gue la canferitrina presenta una baja permeabilidad. En cuanto al proceso de distribucion, el
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volumen de distribucién fue mayor (1.487 log L/kg) que el presentado por el tamoxifeno (0.83
log L/kg) por lo que se afirma que se podria encontrar en concentraciones similares en
plasma sanguineo y, en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica, la canferitrina
presentd un valor de -1.823 log BB y el tamoxifeno de 1.329 log BB, es decir, la canferitrina
no es capaz de atravesar correctamente la barrera hematoencefélica puesto que presentd un
log BB < 0.3. En la etapa de metabolizacion, la canferitrina resultd no ser sustrato ni inhibidor
de CYP2D6, mientras que el tamoxifeno es inhibidor de CYP2D6. El aclaramiento total de la
canferitrina fue de -0.102 log mL/min/kg y del tamoxifeno de 0.556 log mL/min/kg y este
flavonoide no resultd ser sustrato del transportador principal de captacion renal (OCT2), el
cual se expresa en las células del tabulo proximal y desempefia un papel clave en la
eliminacién renal de distintos farmacos. En cuanto a la toxicidad, se realiz6 un ensayo para
determinar la mutagenicidad de los compuestos evaluados utilizando el método de Ames, la
canferitrina resulté no ser toxica, mientras que el tamoxifeno si lo era. Los autores consideran
gue la canferitrina podria reemplazar al tamoxifeno de acuerdo con los valores exhibidos de

actividad antioxidante y antineoplasica.

5.1.6 Actividad inmunomoduladora

Juarez-Vazquez y colaboradores (2013) evaluaron los efectos inmunoestimulantes de
la canferitrina sobre esplenocitos murinos, macrofagos murinos y células mononucleares de
sangre periférica. Los autores emplearon lipopolisacéaridos (LPS) como control positivo en
todos los experimentos inmunomoduladores in vitro. La canferitrina en ausencia de LPS
ejercié un aumento de la viabilidad celular en un 15% (10 uM) y 23% (25 pM) en macréfagos
murinos; en esplenocitos murinos aumenté en un 13% (10uM) y 17% (25 uM) y en células
mononucleares de sangre periférica humanas en un 21% (10uM) y 24% (25 uM). En
presencia de LPS, la canferitrina no afect6 la viabilidad celular de ninguna de las células
evaluadas. Este resultado sugiere que tanto la canferitrina como el LPS actian por
mecanismos de accién similares. También se evalu6 la produccién de éxido nitrico (NO) en
macrofagos murinos utilizando el ensayo de Griess. Los niveles de NO fueron mayores en
los macrofagos que recibieron canferitrina como tratamiento en presencia de LPS en
contraste con los niveles de producciéon de NO en los macréfagos que recibieron canferitrina
en ausencia de LPS. La actividad enzimatica lisosomal se determind en macréfagos murinos
a través del ensayo de la fosfatasa acida que se correlaciona con la degranulacion de

fagocitos. La canferitrina promovio la actividad enzimatica lisosomal en un 42% (25 uM) en
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presencia de LPS, mientras que en ausencia de LPS, estimuldé la actividad enzimatica

lisosomal en un 57% (25 uM).

Adicionalmente, los autores también evaluaron la actividad pinocitica de la canferitrina
en presencia o ausencia de LPS utilizando el ensayo de captacion de rojo neutro. La
pinocitosis es una forma de endocitosis en la que particulas diminutas suspendidas en el
liquido extracelular entran a la célula por invaginacion de la membrana lipidica (Stilwell,
2016). Los autores encontraron que la canferitrina no presenté ningun efecto sobre la

pinocitosis en presencia y ausencia de LPS.

Finalmente, los autores cuantificaron el efecto de la canferitrina sobre la actividad de
esplenocitos murinos actuando como células NK. La canferitrina promovio la actividad de los
esplenocitos en su forma de células NK en un 10.7% (25 uM) en comparacion con las células
gue no recibieron ningun tratamiento. Esta concentracidbn de canferitrina promovio la

actividad de los esplenocitos como células NK en un porcentaje similar al inducido por el LPS
(1 pg/mL).

5.1.7 Actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria ejercida por la canferitrina sobre macréfagos aislados de
ratones hembra Balb/c que fueron estimulados con lipopolisacaridos (LPS) e interferon y
(INF-y), fue evaluada por Fang y colaboradores en 2005. La produccion de 6xido nitrico (NO)
en los macrofagos estimulados con LPS e INF-y fue inhibida por la canferitrina con una Clso
de 40 pM. Adicionalmente, los autores cuantificaron mediante el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) los cambios en la expresion de mediadores de la inflamacion que
incluyeron a la IL-12 y TNF-a. La canferitrina ejercioé un efecto inhibidor sobre la expresion de
TNF-a e IL-12 del 44% y 42%, respectivamente, a una concentracion de 50 pM. Finalmente,
con la finalidad de conocer si el efecto de la canferitrina sobre la produccién de NO era
mediado por la inhibicion en la activacion temprana o la inhibicién en la actividad enzimética
de la Oxido nitrico sintasa inducible, los autores sometieron macréfagos murinos a
pretratamiento con LPS por 24 h; periodo de tiempo en el que se logra la activacion de dicha
enzima. La canferitrina no logro reducir la secrecion de NO en los macrofagos que habian
sido pretratados con LPS; de acuerdo con estos resultados, la canferitrina no afecta la

actividad de la 6xido nitrico sintasa inducible.
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De Melo y colaboradores (2009) evaluaron la actividad antiinflamatoria ejercida por la
canferitrina en ratones Swiss Webster mediante el ensayo de edema en oido inducido por
aceite de crotén. El ensayo consiste en la administracion tépica del aceite el cual produce
vasodilatacion, promueve la permeabilidad vascular, la entrada de neutrofilos, la sintesis de
eicosanoides Yy la liberacion de serotonina e histamina (Patil et al., 2019). La canferitrina (10
mg/kg) redujo el edema en un 39.5% en contraste con el grupo de roedores que no recibio
ningun tratamiento. La dexametasona (2 mg/kg) empleada como control positivo redujo el
edema en un 83.7%. Ademas, se evalud la actividad antiinflamatoria de la canferitrina
mediante el ensayo de peritonitis inducida por carragenina cuyos resultados se cuantifican
mediante el nimero de leucocitos que migran hacia el peritoneo pasado cierto periodo de
tiempo desde el tratamiento. La canferitrina (10 mg/kg) redujo en un 42.9% (6.9+0.9 x103
leucocitos/mL) el nimero de leucocitos que migraron hacia el peritoneo, en contraste con el
grupo de ratones que no recibieron ningln tratamiento (12.1+1.0 x10° leucocitos/mL). La
dexametasona (2 mg/kg) redujo en un 66.1% (4.1+0.5 x102 leucocitos/mL) el nimero de

leucocitos que migraron hacia el peritoneo.

La actividad de la canferitrina sobre la inflamacion aguda fue evaluada en ratones
Swiss Webster por Koelzer y colaboradores en 2009, mediante el ensayo de inflamacion
inducida por la administracion intrapleural de carragenina. La inflamacién aguda es un
proceso a corto plazo que se produce en respuesta a una lesion tisular en minutos a horas, la
cual puede ser evaluada a través de la pleuresia inducida por carragenina. Este modelo
permite la cuantificacion de los exudados pleurales, el contenido de proteina total y la
inhibicion de la migracion de leucocitos que permite demostrar el efecto antiinflamatorio

agudo de los compuestos de prueba (Patil et al., 2019).

El exudado pleural obtenido del tratamiento con canferitrina a 100 mg/kg mostré una
reduccion del 35.5+8.0%, 33.7+8.8%, 43.5+5.7% y 37.0+3.3% en los niveles de leucocitos,
neutrofilos, células mononucleares y exudacion pleural, respectivamente. Una dosis de 50
mg/kg redujo los niveles de células mononucleares en un 65.2+20.9%. Los controles
positivos empleados fueron dexametasona (0.5 mg/kg) e indometacina (5 mg/kg) las cuales
inhibieron significativamente la migracion de leucocitos en un 71.7+5.0% y 63.5+5.0%,
neutrofilos en un 73.814.2% y 64.9+5.0%, células mononucleares en un 60.7+2.0% y

57.1+1.0% y exudacion pleural en un 43.3+7.8% y 31.0+5.0%, respectivamente.
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Adicionalmente, los autores cuantificaron el efecto de la canferitrina sobre la actividad
enzimatica de la mieloperoxidasa, adenosina-desaminasa y los niveles de IL-1B sobre la
inflamacion inducida por la carragenina. Una dosis de 100 mg/kg de canferitrina redujo en un
90.6+3.4% (31.50+11.30 mU/mL) la actividad de la mieloperoxidasa y en un 77.1+7.9%
(2.25+0.70 U/L) la actividad de la adenosina-desaminasa en contraste con el grupo control
(334.00£36.7 mU/mL y 9.80+0.30 U/L). Los controles positivos que incluyeron a la
dexametasona (0.5 mg/kg) e indometacina (5 mg/kg) inhibieron la actividad de la
mieloperoxidasa en un 59.4+7.0% y 64.4+7.0% vy, la actividad de la adenosina-desaminasa
en un 71.4+6.0% y 64.4+6.0%, respectivamente. Los niveles de IL-13 fueron reducidos por la
canferitrina en un 61.1+13.8% (451.00+160.00 pg/mL) en comparacion con los valores
presentados por los ratones que no recibieron ningun tratamiento (1160.00£119.00 pg/mL).
La dexametasona (0.5 mg/kg) e indometacina (5 mg/kg) redujeron los niveles de IL-1B en un
55.5+6.0% y 49.846.0%, respectivamente. Finalmente, cuantificaron el efecto de la
canferitrina sobre la produccion de 6xido nitrico mediante el ensayo de Griess en los ratones
a los que se les habia inducido inflamacion aguda. La canferitrina (100 mg/kg) logré inhibir la
produccion de NO en un 32.9+4.2% (11.0+0.70 uM) en contraste con el grupo control
(16.40+£1.50 pM), mientras que la dexametasona (0.5 mg/kg) e indometacina (5 mg/kg)

ejercieron un efecto inhibidor de 75.6+2.6% y 50.0+1.3%, respectivamente.

Los efectos de la canferitrina sobre la inflamacion aguda fueron nuevamente
evaluados por Pereira et al. (2011) mediante el ensayo de pleuresia inducida por bradicinina
en ratones Swiss. En este experimento se inhibié la expresién de cinasas mediante la
administracion de captopril. La canferitrina (10 mg/kg) redujo significativamente los niveles de
leucocitos inducidos por la bradicinina (20 nM) en un 30.0+9.8%, los niveles de neutrofilos en
un 66.8+13.8% y la concentracion de exudado en un 41.0+4.6%. La indometacina (5 mg/kg) y
dexametasona (0.5 mg/kg) empleadas como controles positivos redujeron en un 55.4% y
47.3% los niveles de leucocitos, en un 66.6% y 46.9% los niveles de neutrofilos y en un
59.7% y 71.7% la concentracion de exudado, respectivamente. Los niveles de células
mononucleares no se vieron afectados a ninguna de las dosis evaluadas de canferitrina y
tampoco con la dexametasona e indometacina. Adicionalmente, la actividad de la
mieloperoxidasa y adenosina-desaminasa se redujo en un 19.5+8.8% y 84.2+3.1% a una

dosis de 5 mg/kg de canferitrina en relacion con el grupo que solo recibié bradicinina (100%).
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Finalmente, la canferitrina (5 mg/kg) ejercié una inhibicion del 26.9+3.1% sobre la produccion
de NO vy los niveles de IL-7A en un 32.2+1.3% en comparacion con el grupo que solo recibio

bradicinina, por lo que los autores creen que la inhibicion en la produccién de 6xido nitrico e

IL-7A esta directamente relacionado con su actividad antiinflamatoria.

En 2020, Real-Sandoval y colaboradores evaluaron el efecto de la canferitrina (aislada
de un suplemento alimenticio a base de J. spicigera) sobre marcadores bioquimicos,
fisiologicos y de inflamacion relacionados con la obesidad. En ratas macho Wistar que
recibieron dieta alta en grasas los autores observaron una ganancia de peso de 312.56+8.12
g en contraste con los 212.63+4.26 g que ganaron las ratas que recibieron dieta estandar.
Las ratas que recibieron canferitrina (250 pg/kg) junto a la dieta alta en grasas redujeron la
ganancia de peso en un 9.64% (282.41+18.01 g). En cuanto a la ingesta caldrica, las ratas
gue recibieron dieta alta en grasas consumieron en promedio 113.47+8.10 kcal/dia, mientras
que las ratas que recibieron dieta estdndar consumieron 87.44+1.97 kcal/dia. Esto se debi6 a
la densidad calorica de ambas dietas siendo de 3.1 kcal/g para la dieta estandar y 4.5 kcal/g
para la dieta alta en grasas. A pesar de ello, la ingesta cal6rica en las ratas que recibieron
dieta alta en grasas junto a la canferitrina se redujo en un 8.87% (103.40+8.02 kcal/dia).
Posteriormente, los autores determinaron el indice relativo de tejido adiposo mediante la
relacion del peso total del tejido adiposo (tejido adiposo epididimario y retroperitoneal) entre
el peso total de las ratas. El indice relativo de tejido adiposo en las ratas que recibieron dieta
alta en grasas aument6 a 6.77+0.46 de los 3.37+0.13 presentados por las ratas que
recibieron dieta estandar. Las ratas que recibieron dieta alta en grasas junto a la canferitrina
(250 pg/kg) redujeron dicho indice en un 11.52% (5.99+0.67).

Adicionalmente, los autores evaluaron el efecto de la canferitrina sobre los niveles
sanguineos de colesterol total, lipoproteina de alta (HDL) y baja densidad (LDL) y
triglicéridos. Dichos parametros se encontraban elevados en las ratas que recibieron
solamente dieta alta en grasas como tratamiento. La adicion de canferitrina (250 pg/kg) al
tratamiento con dieta alta en grasas produjo un aumento en los niveles de triglicéridos
(144.92+7.56 mg/dL), colesterol total (65.09+5.59 mg/dL) y HDL (31.00+1.2 mg/dL), mientras
gue redujeron los niveles de LDL (12.60+1.33 mg/dL).

Real-Sandoval et al. (2020) evaluaron la sensibilidad a insulina en las ratas mediante

el ensayo de tolerancia a la glucosa en donde ninguno de los tratamientos presenté cambios
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significativos. Finalmente, de manera adicional los autores evaluaron la expresion de genes
relacionados con la inflamacién como el gen TlIr4 que se expresa en una amplia variedad de
células hepaticas como respuesta a la estimulacion con lipopolisacaridos y acidos grasos
activando vias proinflamatorias y la produccién de citocinas, como TNF-qa, IL-6. e IFN-y. En
las ratas que recibieron dieta alta en grasas, los niveles de expresion de los genes TIr4 y Tnf-
a aumentaron 2.5 y 2.4 veces en contraste con los niveles expresados en las ratas que
recibieron dieta estandar como tratamiento, mientras que en ratas que recibieron dieta alta
en grasas junto a la canferitrina (250 pg/kg) se redujeron 120.9 y 2.1 veces los niveles de
expresion de los genes TIr4 y Tnf-a, respectivamente. La activacion del inflamasoma NLRP3
esta involucrada en la modulacién de la inflamacion y la fibrosis hepatica por lo que los
autores realizaron el analisis de expresion de los genes NiIrp3, Caspasa-1, IL-16 e IL-18 en el
higado. Las ratas que recibieron dieta alta en grasas presentaron un aumento de 1.81, 252.2,
6.33y 6.71 en la expresion de los genes NIrp3, Caspasa 1, IL-18 e IL-18, respectivamente. El
tratamiento con canferitrina junto a la dieta alta en grasas produjo una disminucion
significativa en la expresion de los genes NIrp3, IL-18 e IL-16, mientras que no se produjeron

cambios en los niveles de expresion del gen Caspasa-1.

La expresion de los factores de transcripcion que regulan el metabolismo lipidico se
altera con la obesidad, es por eso que los autores evaluaron la expresiéon de los genes Ppar-
y y Srebp-1c. La regulacién negativa de la proteina SREBP-1c suprime la lipogénesis y la
regulacién negativa de la proteina PPAR-y evita la acumulaciéon de lipidos. Los niveles
relativos de transcripcion de los genes Ppar-y y Srebp-1c aumentaron 1.32 y 1.05 veces mas
en las ratas que recibieron dieta alta en grasas en comparacion con el grupo de ratas que
recibio dieta estandar, mientras que los niveles de expresion de dichos genes disminuyeron
en las ratas que recibieron dieta alta en grasas junto a la canferitrina. Durante el proceso
inflamatorio, la proteina PPAR-a promueve la inactivacién de NF-kB. En ratas que recibieron
dieta alta en grasas, los niveles de expresion del gen Ppar-a que codifica para esta proteina
disminuyeron 61.7 veces en contraste con las ratas que recibieron dieta estandar y dichos
niveles aumentaron 1810.5 veces con el tratamiento de canferitrina. Por altimo, la proteina
UCP-2 regula la produccién de ROS mitocondriales (especies reactivas de oxigeno, por sus
siglas en inglés), las cuales estan involucradas en el desarrollo de procesos inflamatorios, y
consecutivamente en la progresion de enfermedades inflamatorias cronicas como obesidad,

diabetes mellitus tipo 2, entre otras. Los niveles de expresion del gen Ucp2 aumentaron 5.7
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veces en las ratas que recibieron dieta alta en grasas como tratamiento, mientras que en
ratas que recibieron dieta alta en grasas junto a la canferitrina dichos niveles disminuyeron

significativamente en relacion con las ratas que solo recibieron dieta alta en grasas.

También la canferitrina ha sido evaluada a nivel in silico como agente antiinflamatorio,
antioxidante y anticarcinogénico (Amalia et al., 2020). A este nivel de evaluacion, valores de
actividad potencial mayores a 0.7 indican que el compuesto que se esté analizando tiene una
elevada actividad experimental. La canferitrina presento valores de actividad de 0.744, 0.905
y 0.930, respectivamente, para las actividades antes mencionadas. El farmaco rofecoxib
(referencia) exhibié una actividad potencial antiinflamatoria y antiinflamatoria no esteroidea
de 0.842 y 0.926. La canferitrina no presenté actividad como agente antiinflamatorio no
esteroideo (0.486). También, se predijeron los pardmetros relacionados con el proceso
ADME (Absorcion, Distribucién, Metabolizacion y Eliminacion), en donde la canferitrina
exhibié una absorcion en el proceso de digestion humana de 35.385%, mientras que el
rofecoxib exhibié una absorcion de 98.413%. A su vez, la canferitrina mostro una
permeabilidad sobre células de cancer colorrectal (linea celular Caco-2) de 0.225x10® cm/s
que es bajo en contraste con el 1.289x10° cm/s presentado por el rofecoxib. El volumen de
distribucion presentado por la canferitrina fue de 1.487 log L/kg y rofecoxib presentd un valor
de -0.619 log L/kg, por lo que la canferitrina presenta un elevado volumen de distribucién; en
el caso del volumen de distribucion un valor de 0.45 log L/kg, se emplea como valor de
referencia. En cuanto a la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, la canferitrina
presenté un valor de -1.823 log BB y el rofecoxib de 0.013 log BB. De acuerdo con este
estudio si el log BB > 0.3 se considera que el compuesto es efectivo para atravesar la barrera
hematoencefélica por lo que ninguno de los dos compuestos evaluados la atraviesa. A nivel
metabolico, la canferitrina puede ser transformada por CYP1A1l dado que presentd potencial
para ser sustrato de esta enzima con un valor de 0.809 y un potencial no inhibidor de
CYP1A1l de 0.321. En cuanto al proceso de excrecion, la canferitrina mostré un volumen total
de aclaramiento de -0.102 log/mL/min/kg, mas bajo que el presentado por rofecoxib (0.888
log/mL/min/kg), es decir, se excreta mas rapido que la canferitrina. En cuanto a la afinidad de
unién de la canferitrina a la enzima COX-2, este flavonoide presentd un valor de -8.7 kcal/mol
contra -10.0 kcal/mol del rofecoxib, es decir, la canferitrina requiere mas energia para unirse

a la COX-2. Finalmente, para evaluar la toxicidad ejercida por la canferitrina en ratones se
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calculo la dosis letal 50 (DLso) comparandola con rofecoxib. La canferitrina mostré una DLso

de 2.587 mol/kg mientras que el rofecoxib una DLso de 2.387 mol/kg.

5.1.8 Actividad antidiabética

En 2004, de Sousa y colaboradores evaluaron los efectos de la canferitrina sobre los
niveles de glucosa en ratas macho Wistar sanas y diabéticas. La canferitrina (200 mg/kg)
logro ejercer una disminucion en los niveles de glucosa de ratas sanas a 4.5+0.34 mM de los
5.9+0.67 mM basales después de 1 h de administracion. En ratas diabéticas la canferitrina a
una dosis de 50 mg/kg redujo los niveles de glucosa a 23.5t0.44 mM y 25.2+0.43 mM
después de 1 h'y 2 h del tratamiento, en contraste con los niveles basales (27.1+0.45 mM).
La dosis de 100 mg/kg de canferitrina redujo los niveles de glucosa en ratas diabéticas de
30.2+0.53 mM (basales) a 24.3+0.19 mM, 24.0+0.67 mM y 24.0:0.72 mMtras 1 h,2hy 3 h
del tratamiento, respectivamente. Finalmente, los autores realizaron el ensayo de tolerancia
oral a la glucosa en ratas sanas. En las ratas que recibieron solamente glucosa (4 mg/kg) los
niveles comenzaron a aumentar de los 30 a 90 min (8.8+0.37 a 9.2+0.3 mM) para después
comenzar a disminuir presentando niveles de 7.9+0.13 mM a los 180 min. El grupo de ratas
gue recibi6 glucosa (4 mg/kg) junto a canferitrina (100 mg/kg) presenté el mismo patrén en su
curva que el presentado por los roedores que no recibieron ningun tratamiento (ni glucosa ni
canferitrina). Las ratas que recibieron glucosa (4 mg/kg) junto a tolbutamida (100 mg/kg)
registraron a los 30 min los niveles mas elevados de glucosa (7.8+0.35 mM) para después
comenzar a disminuir y alcanzar los niveles significativamente mas bajos a los 180 min
(5.2+0.29 mM) en contraste con los niveles basales (6.7+0.19 mM). De acuerdo con estos
resultados, este flavonoide como principio activo puede ejercer una actividad antidiabética

significativa.

Jorge et al. (2004) evaluaron nuevamente los efectos hipoglucemiantes de la
canferitrina sobre ratas Wistar diabéticas y sanas. Las ratas diabéticas que recibieron
canferitrina (100 mg/kg) lograron reducir sus niveles séricos de glucosa a 24.3+0.5 mM,
24.0+£0.7 mM, 23.7£0.7 mM y 24.0+0.4 mM después de 1 h, 2 h, 3 h y 6 h después del
tratamiento, respectivamente, en contraste con sus niveles basales (30.1+£0.5 mM). Sin
embargo, los niveles basales de glucosa se recuperaron pasadas 24 h del tratamiento con
canferitrina. La segunda evaluacion consistié en cuantificar los niveles de glucosa en orina de

ratas sanas y diabéticas tratadas con canferitrina (100 mg/kg), pero no se observaron
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cambios. El tercer ensayo consistié en la cuantificacion de la captacion de un analogo de
glucosa marcada con carbono-14 ([U-1*C]-2-deoxi-D-glucosa) por el musculo séleo de ratas
sanas tratadas con canferitrina o insulina. La cuantificacion del analogo de glucosa fue
realizada mediante los niveles de reactividad, expresados como la relacién tejido/medio. La
insulina ejercioé una captacion del analogo de glucosa del 42% (1.45+0.09 radio tejido/medio)
y 50% (1.53+0.01 radio tejido/medio) a concentraciones de 7x1023 mM y 7x102 mM,
respectivamente. La canferitrina mostré un porcentaje de captacion del analogo de glucosa
del 43% (1.46+0.04 radio tejido/medio) y 46% (1.49+0.04 radio tejido/medio) a
concentraciones de 104 mM y 208 mM, respectivamente, en contraste con el misculo séleo
de ratas que no recibidé ningun tratamiento (1.02+0.03 radio tejido/medio). Finalmente, los
autores cuantificaron el efecto de la canferitrina sobre la incorporacion de leucina marcada
con carbono-14 en proteinas del masculo séleo de ratas macho Wistar sanas y diabéticas.
Sin embargo, la canferitrina no modificé la sintesis de proteinas musculares, ni en el musculo
normal ni en el diabético. Los resultados obtenidos por Jorge y colaboradores (2004)
demuestran que la canferitrina ejerce efectos similares a los presentados por la insulina
demostrados por la disminucion in vivo a corto plazo de los niveles de glucosa en sangre (1 a
6 h) y la estimulacion de la captacion de glucosa por el masculo s6leo en un porcentaje
similar al ejercido por la insulina, a pesar de que no ejercid ningun efecto estimulante sobre la

sintesis de proteinas.

Cazarolli y colaboradores (2013) evaluaron nuevamente el efecto in vitro y el
mecanismo de accién de la canferitrina sobre la captacion de glucosa en el masculo séleo de
ratas macho Wistar sanas y diabéticas. La canferitrina en ratas sanas estimul6 la captacion
del andlogo de glucosa expresada como la relacién tejido/medio en un 22% (10 nM), 10%
(100 nM) y 11% (1 000 nM). El siguiente ensayo consisti6 en evaluar el efecto de la
canferitrina e insulina sobre la captacion de glucosa marcada con carbono-14 en ratas sanas
en presencia de un inhibidor del receptor a insulina (HNMPA(AM)3). Los efectos de la
canferitrina (10 nM) e insulina (10 nM) fueron bloqueados por completo en presencia de este
inhibidor. Posteriormente, los autores evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la captacion
del anadlogo de glucosa en ratas sanas en presencia de un inhibidor inespecifico de
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) (wortmanina), un inhibidor de la proteina cinasa C
(RO318220), un agente despolimerizante de microtubulos (colchicina) y un inhibidor de
proteinas cinasas activadas por mitégenos p38 (SB239063). La captacion del analogo de
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glucosa ejercida por la canferitrina (10 nM) disminuyé en presencia de wortmanina,
colchicina, SB239063 y R0O318220, es decir, en presencia de estos agentes se bloguearon
totalmente los efectos hipoglucemiantes ejercidos por la canferitrina. La evaluacion de la
interaccion de este flavonoide en presencia de estos inhibidores se realiz6 debido a que la
captacion de insulina esta mediada por PI3K y diferentes proteinas cinasas incluida la C. Por
otra parte, la colchicina se evalué debido a que la ruptura de microtabulos inhibe la
translocacion de GLUT4 y evita la captacion de glucosa por los adipocitos. Ademas, las
proteinas cinasas activadas por mitdgenos p38 (MAPK p38) estan involucradas en la
activacion de GLUT4. Después, los autores cuantificaron el contenido de glucégeno en el
musculo sOleo de ratas diabéticas tratadas con canferitrina o insulina. El contenido de
glucoégeno en el musculo soleo de ratas diabéticas aumentd en un 228% al ser tratadas con
canferitrina (100 mg/kg) y 437% al ser tratadas con insulina (0.5 Ul). Adicionalmente,
Cazarolli y colaboradores (2013) evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la sintesis de
glucogeno en el musculo séleo de ratas sanas. La canferitrina ejerci6 un aumento
significativo en la sintesis de glucogeno a una concentracion de 0.1 nM, pero a
concentraciones de 10 nM y 100 nM disminuyo su sintesis. Finalmente, con la finalidad de
determinar si el efecto de la canferitrina sobre la captacion de glucosa implica la sintesis de
proteinas y/o su accion sobre el nacleo celular, los autores evaluaron la incorporacion de
timidina marcada con carbono-14 en el musculo séleo de ratas sanas en presencia de un
inhibidor de la sintesis de proteinas (cicloheximida) y un inhibidor selectivo de las MAPK
cinasas MEK1 y MEK2 (D98059). La canferitrina (10 nM) logré incrementar la incorporacion

de timidina en el musculo séleo solo en ausencia de la cicloheximida y D98059.

En 2014 Da Silva y colaboradores sometieron a evaluacion la actividad
hipoglucemiante de la canferitrina en ratones macho Swiss sanos y diabéticos posterior a un
ayuno previo de 4 h. En ratones sanos la canferitrina (4 mg/kg) logré reducir los niveles
basales de glucosa tras 1 h y 2 h del tratamiento, pero no de manera significativa en
comparacion con los niveles de glucosa presentados por los ratones que no recibieron
ningun tratamiento. En ratones diabéticos, la canferitrina (4 mg/kg) logré reducir en un 60%
los niveles de glucosa pasadas 2 h del tratamiento. Posteriormente, los autores evaluaron los
efectos hipoglucemiantes de la canferitrina en ratones sanos y diabéticos sometidos a un
ayuno de 8 h previo al tratamiento con este flavonoide. En ratones sanos no se observaron

cambios en los niveles de glucosa ejercidos por la canferitrina (4 mg/kg), mientras que, en
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ratones diabéticos, la canferitrina mostré una reduccion significativa en los niveles de glucosa
tras 2 h del tratamiento en comparacién con los niveles basales presentados en ratones

diabéticos que solo recibieron solucion salina como tratamiento.

Después, Da Silva et al. (2014) evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la actividad
de la fosfofructocinasa en el musculo esquelético, higado y tejido adiposo epididimal de
ratones macho Swiss diabéticos y sanos. La fosfofructocinasa cataliza la conversion de
fructosa-6-fosfato+ ATP en fructosa-1,6-difosfato+ ADP, reaccion fundamental en el
metabolismo de la glucosa. Los autores cuantificaron la actividad la fosfofructocinasa de
manera indirecta, dado que el ADP resultante de la conversion de la fructosa-6-fosfato a
fructosa-1,6-difosfato se convierte en AMP+NADH y el NADH resultante es capaz de reducir
una sonda incolora (compuesto) produciendo otro compuesto colorido que se cuantifica
espectrofotométricamente a 450 nm. La actividad enzimatica de la fosfofructocinasa
disminuyo en ratones diabéticos que no recibieron ningan tratamiento en un 66%, 58% y 68%
en el masculo esquelético, el higado y el tejido adiposo, respectivamente. La canferitrina (4
mg/kg) logré aumentar significativamente la actividad de la fosfofructocinasa en el higado y
tejido adiposo epididimal de ratones diabéticos, mientras que solo logré un leve aumento de
la actividad de dicha enzima en el musculo esquelético. En células precursoras de fibras
musculares, conocidas como mioblastos (linea celular C2C12), los autores cuantificaron la
actividad enzimética de la fosfofructocinasa, hexocinasa, piruvato cinasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. La canferitrina logr6 aumentar la actividad de dichas enzimas a una
concentracion de 10 puM, mientras que una concentracion de 100 uM de canferitrina solo se
logré aumentar la actividad de la hexocinasa, pero, al emplear una concentracién de 1 000
UM la actividad de la fosfofructocinasa disminuy6 significativamente en comparacion con la
actividad presentada en mioblastos que no recibieron ningun tratamiento. Finalmente, los
autores evaluaron la absorcion de glucosa, produccion de lactato y el contenido intracelular
de ATP en mioblastos tratados con canferitrina. EI consumo relativo de glucosa y la
produccion de lactato aumentaron significativamente en los mioblastos tratados con 10 uM
de canferitrina en contraste con los mioblastos control. El contenido intracelular de ATP
aumenté significativamente en los mioblastos tratados con todas las concentraciones
evaluadas de canferitrina (10, 100 y 1 000 uM) en contraste con el grupo control. Con estos

resultados, los autores demostraron la actividad estimulante de la canferitrina sobre enzimas
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involucradas en el metabolismo de la glucosa y nuevamente se atribuye una relaciéon

estructura-actividad bioldgica.

Cui y colaboradores (2020) evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la captacion de
glucosa en adipocitos murinos. La canferitrina a 4, 33 y 100 uM redujo significativamente el
contenido libre de glucosa en comparacion con el grupo control, sin embargo, ninguna
concentracion ejercio un efecto similar al de la rosiglitazona (9.52 uM) empleada como
control positivo. Cabe destacar que a una concentracion de 11 uM de canferitrina se present6
una concentracion libre de glucosa significativamente mayor a la presentada por la

rosiglitazona (9.52 uM).

Pereira y colaboradores (2011) evaluaron el efecto in vitro de la canferitrina sobre la
actividad de la maltasa, sacarasa y lactasa de homogeneizados duodenales de ratas macho
Wistar. Los inhibidores de la a-glucosidasa son farmacos empleados en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo Il (DMT2), prediabetes e intolerancia a la glucosa, su mecanismo de
accion es a través de la inhibiciéon de la absorcién de carbohidratos en el intestino delgado al
evitar la conversion de los carbohidratos complejos a simples (Akmal et al.,, 2020). La
canferitrina ejerci6 un efecto inhibidor maximo del 23% sobre la maltasa (0.056 mM),
mientras que la acarbosa (700 mM) disminuyé la actividad de la maltasa en un 50%. La
actividad de la sacarasa (0.056 mM) en presencia de la canferitrina disminuyé de manera
similar a la actividad de la maltasa. Por otra parte, la canferitrina no ejercié ningun efecto

sobre la actividad de la lactasa (0.056 mM).

El efecto de la canferitrina sobre la actividad de la a-glucosidasa de levadura fue
evaluado por Choi et al. (2012) empleando como sustrato al p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido
(PNPG) el cual se hidroliza produciendo el p-nitrofenol por accién de la a-glucosidasa. La
canferitrina mostré una actividad moderada con una Clso > 86.5 uM sobre la a-glucosidasa
de levadura. Adicionalmente, los autores evaluaron el efecto de este flavonoide sobre la a-
glucosidasa de mamifero la cual prepararon a partir de polvos de acetona intestinal de rata
incubados en una solucion amortiguadora de fosfato de potasio. La canferitrina mostré una
actividad moderada sobre la actividad de la a-glucosidasa de mamifero con una Clso = 286.0
MM. Finalmente, los autores cuantificaron el efecto de la canferitrina sobre la a-amilasa
pancreatica de cerdo, sin embargo, este flavonoide no ejercié ninguna actividad sobre esta

enzima.
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Zhao y colaboradores (2016) evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la a-
glucosidasa, dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) y la enzima conocida como proteina-tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B). DPP-IV cataliza la escision de péptidos en el extremo N-terminal de
sustratos peptidicos que contienen en promedio 30 residuos de aminoécidos y que tienen un
residuo de prolina o alanina en la pendltima posicion, sus sustratos incluyen quimiocinas
(quimiocina ligando 5), neuropéptidos (neuropéptido Y y dipéptido péptido pancreatico YY) y
hormonas (péptido similar al glucagon tipo 1 y péptido insulinotropico dependiente de la
glucosa), los inhibidores de esta enzima se usan para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo Il (DMT2) (Nadkarni et al., 2014). La PTP1B se ha relacionado con el metabolismo de la
insulina, se encarga de la defosforilacion de residuos de fosfotirosina, que es la forma
activada del receptor de insulina interrumpiendo la via de sefalizacion de esta hormona
(Paredes-Anaya et al., 2014). La canferitrina exhibi6é una actividad inhibitoria expresada como
concentracion inhibitoria 50 (Clso) >100 uM sobre DPP-IV proveniente de rifiébn porcino,
mientras que la linagliptina (farmaco de referencia) que fue empleada como control positivo
presentd una Clso = 0.14+0.03 pM. La actividad de la PTP1B humana recombinante fue
inhibida por la canferitrina mostrando una Clso >100 pM, mientras que el acido ursélico
empleado como control positivo ejercié una Clso = 1.21+0.18 yM. La actividad de la a-
glucosidasa (sin especificar su origen) en presencia de canferitrina se inhibié presentando
una Clso > 200 pM, mientras que la acarbosa (control positivo) presentdé una Clso =
175.84+1.69 uM. Los autores concluyeron que la canferitrina no ejercié ninguna actividad

inhibitoria sobre estas tres enzimas.

Los productos finales de glicosilacion avanzada y su receptor desempefian papeles
importantes en la nefropatia diabética, por esta razon Jiang y colaboradores (2018)
evaluaron el efecto de la canferitrina sobre la accién ejercida por los productos finales de
glicosilacion avanzada en células mesangiales glomerulares. Los autores sometieron a
evaluacion los efectos de la canferitrina sobre la viabilidad celular de las células mesangiales
glomerulares expuestas a los productos finales de glicosilacion avanzada. El porcentaje de
viabilidad celular disminuydé en las células mesangiales glomerulares expuestas a los
productos finales de glicosilacion avanzada (160 pg/mL) y que no recibieron tratamiento
alguno. La canferitrina (10, 20 y 35 uM) produjo un aumento en la tasa de supervivencia de
las células mesangiales glomerulares en presencia de los productos finales de glicosilacion

avanzada. Ademas, los autores analizaron los cambios morfolégicos producidos en las
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células mesangiales glomerulares por microscopia de fluorescencia y observaron que la
canferitrina ejerce un efecto protector en las células mesangiales glomerulares dafiadas por
los productos finales de glicosilacion avanzada. La actividad enzimatica de la superdoxido
dismutasa (SOD) y malondialdehido (MDA) fue cuantificada en los sobrenadantes de las
células mesangiales glomerulares lisadas. En el sobrenadante de las células lisadas,
previamente tratadas con los productos finales de glicosilacion avanzada y sin canferitrina, se
produjo una reduccion en la actividad de SOD a 0.65+0.006 U/mL de los 1.29+0.067 U/mL
presentados por las células control, mientras que la actividad de MDA aumento a 0.89+0.009
nmol/mL de los 0.51+0.006 nmol/mL presentados por el grupo de células control. La
canferitrina logré aumentar la actividad de la SOD a 0.81+0.007 U/mL (10 pM), 0.93+£0.021
U/mL (20 uM) y 0.76+£0.005 U/mL (35 uM) en células mesangiales glomerulares expuestas a
los productos finales de glicosilacion avanzada (160 pg/mL). La actividad de MDA disminuyo
en presencia de canferitrina a valores de 0.78+0.020 nmol/mL (10 pM), 0.58+0.012 nmol/mL
(20 uM) y 0.69£0.007 nmol/mL (35 puM).

Posteriormente, Jiang y colaboradores (2018) analizaron los niveles de expresion del
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) y colageno 4 en células mesangiales
glomerulares expuestas a los productos finales de glicosilacion avanzada. Los niveles de
expresion de ambos factores se encontraban elevados en las células mesangiales
glomerulares expuestas a los productos finales de glicosilacion avanzada que no recibieron
ningun tratamiento. La canferitrina a concentraciones de 20 puM y 35 uM redujo
significativamente los niveles de expresion de TGF-B1 y colageno 4, mientras que la
concentracion de 10 uM solo redujo significativamente los niveles de expresion del colageno
4. Adicionalmente, los autores analizaron el efecto de la canferitrina sobre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en células mesangiales glomerulares expuestas a los
productos finales de glicosilacion avanzada. Las micrografias de fluorescencia mostraron un
aumento en la fluorescencia de células que fueron tratadas con los productos finales de
glicosilacion avanzada y que no recibieron tratamiento alguno, dicha fluorescencia se redujo
en las células que fueron tratadas con canferitrina lo cual se puede interpretar como la
disminucién en la produccion de ROS. Posteriormente, los autores evaluaron si la canferitrina
ejercia algun efecto sobre la apoptosis inducida por los productos finales de glicosilacion
avanzada en las células mesangiales a traves de la via apoptotica mitocondrial. El potencial

de membrana mitocondrial (AWYm) se redujo de 112.945.0 a 72.2+10.1 en las células tratadas
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con los productos finales de glicosilacion avanzada en ausencia de canferitrina, mientras que
en presencia de canferitrina (20 uM) el potencial de membrana mitocondrial mostré una

recuperacion a 99.9+5.1.

La morfologia apoptotica de las células mesangiales glomerulares fue observada
mediante tincion Hoechst 33258. Los autores observaron una fluorescencia azul uniforme en
el nucleo de las células control, mientras que en las células tratadas con productos finales de
glicosilacion avanzada los ndcleos mostraron una tincion densa con fluorescencia granular
gue indicaba un aumento en la pinocitosis. La canferitrina ejercio una recuperacion parcial de
la fluorescencia uniforme. Ademas, al analizar la tasa de apoptosis de las células tratadas
con productos finales de glicosilacion avanzada, los autores pudieron observar que la
canferitrina (20 uM y 35 pM) redujo significativamente dicha apoptosis, por lo que los autores
afirman que la canferitrina previene los cambios morfolégicos asociados con la apoptosis en
los nucleos de células mesangiales glomerulares y la tasa de apoptosis inducida por los
productos finales de glicosilacion avanzada. Finalmente, Jiang y colaboradores (2018)
analizaron los efectos de la canferitrina sobre la expresiéon de proteinas apoptéticas en
células mesangiales glomerulares tratadas con los productos finales de glicosilacion
avanzada. La canferitrina a 20 puM redujo significativamente los niveles de expresion
aumentados de RAGE, Bax, Bcl-xL, citocromo C vy, las formas escindidas de PARP, caspasa
3y 9, mientras que a 10 uM la canferitrina no logré reducir los niveles de expresién de Bax y
a 35 pM la canferitrina no logré reducir los niveles de expresion del citocromo C y la forma
escindida de caspasa 3. Los autores con todos estos resultados sugieren gue la canferitrina
podria mejorar el dafio glomerular inducido por la nefropatia diabética, sin embargo, esto no

permite hacer conclusiones respecto a lo que podria presentarse en ensayos in vivo.

5.1.9 Actividad antioxidante

De Sousa et al. (2004) evaluaron la actividad antioxidante de la canferitrina mediante
la cuantificacion de la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa (MPO) aislada de pulmones
de ratas macho Wistar. La canferitrina inhibio la actividad de la MPO presentando una ko.s =
86.0+9.9 uM. Ademas, los autores cuantificaron el efecto de la canferitrina sobre la
peroxidacion de lipidos en microsomas hepaticos obtenidos del higado de ratas macho
Wistar y liposomas fabricados a partir de L-a-fosfatidilcolina de yema de huevo y L-a-
fosfatidilcolina junto a fosfatidilinositol o fosfatidiletanolamina de soya mediante la inhibicion

en la produccién del radical ascorbilo e hidroxilo. La canferitrina logré inhibir la peroxidacion
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de lipidos inhibiendo la produccion del radical ascorbilo con una Clso = 320.0+14.1 uM,
223.0+¢8.3 uM y 112.0+8.8 uM en microsomas hepaticos, liposomas de L-a-fosfatidilcolina y
liposomas de L-a-fosfatidilcolina junto a fosfatidilinositol o fosfatidiletanolamina,
respectivamente. En microsomas hepaticos, la canferitrina logro inhibir la produccion del
radical hidroxilo con una Clso = 85.0+£3.5 uM. La quercetina se empled como control positivo y
mostré una Clso = 125+5.0 pM, 80+5.7 uM y 80+6.0 uM sobre la produccién del radical
ascorbilo en microsomas hepaticos, liposomas de L-a-fosfatidilcolina y liposomas de L-a-
fosfatidilcolina junto a fosfatidilinositol o fosfatidiletanolamina, respectivamente. La
canferitrina parece ser 2 a 3 veces menos potente que la quercetina y el potencial protector
gue ejerce es dependiente de la constitucion de la membrana lipidica.

El efecto antioxidante ejercido por la canferitrina fue evaluado nuevamente por Vellosa

y colaboradores en 2015 realizando diversos ensayos ex vivo e in vitro. En este trabajo los
autores también evaluaron otros dos flavonoides que incluyeron a afzelina y pteroginosido.
Los ensayos ex vivo incluyeron el ensayo de eliminacion de radicales anionicos superéxido,
eliminacién de acido hipocloroso y cloraminas de taurina. La canferitrina logré eliminar la
produccion del radical superéxido en un 22% a una concentracion de 0.349 mM [afzelina con
30% (0.231 mM) y pterogindsido con 32% (0.349 mM)], mientras que la produccion de
cloraminas de taurina se redujo en un 11% a una concentracién de 0.415 mM [afzelina con
37% (0.750 mM) y pterogindsido con 24% (0.401 mM)]. Ademas, la canferitrina logro inhibir
la produccién de &cido hipocloroso en un 50% (Clso = 0.0015 mM), mientras que la afzelina
presentd una Clso = 0.0011 y el pteroginésido una Clso = 0.0008 mM. Los ensayos in vitro
incluyeron el dafio a glébulos rojos por interaccibn con el radical 2,2 -azobis(2-
metilpropionamida) dihidroclorado (AAPH) y/o acido hipocloroso y la generacién de
cloraminas de taurina en neutréfilos. La canferitrina junto con los otros dos flavonoides,
resultaron ser agentes hemoliticos capaces de reforzar el sistema de transporte de oxigeno a
través de los glébulos rojos debido a la inhibicion en la actividad del radical AAPH. La
canferitrina ejercio la inhibicién de la actividad del radical AAPH el cual esta involucrado en la
promocion de la hemdlisis con una Clso = 0.0063 mM [afzelina Clso = 0.0035 mM vy
pteroginodsido Clso = 0.0022 mM]. En cuanto a la accion de la canferitrina sobre la produccion
de cloraminas de taurina en neutrofilos, este flavonoide logré eliminar el 50% de cloraminas
de taurina presentando una Clso = 0.017 mM [afzelina Clso = 0.045 mM y pteroginésido Clso =
0.017 mM], mientras que la quercetina (control positivo utilizado Gnicamente en este ensayo)
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lo logré a una concentracion mas baja (Clso = 0.007 mM). Finalmente, para descartar que los
efectos antioxidantes de estos flavonoides no fueran atribuibles a una accion citotoxica, los
autores llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular con azul tripan en donde pudieron
observar que la citotoxicidad inducida por estos flavonoides era dependiente de la
concentracion. Estos flavonoides resultaron ser citotéxicos para neutréfilos en el siguiente
orden: canferitrina > pteroginosido > afzelina. En general, los autores afirman que el efecto
antioxidante de estos flavonoides es diferente dependiendo del tipo de agente oxidante al
que se enfrenten y que no siempre estan exentos de presentar efectos secundarios, sin

embargo, esto no debe de ser una limitante en su uso.

5.1.10 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana ejercida por la canferitrina (0.03 ug/mL a 500 ug/mL) sobre
bacterias Gram positivas y negativas fue evaluada por Dalmarco et al. (2010) mediante el
método de microdilucion en medio liquido con la finalidad de determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB). Con los resultados
enlistados en la Tabla 16, los autores pudieron concluir que la canferitrina ejercié actividad
bacteriostatica sobre Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter
calcoaceticus, Salmonella typhimurium y Shiguella flexinerii y, actividad bactericida sobre

Enterococcus faecalis.

Tabla 16. CMI y CMB ejercida por la canferitrina sobre distintas bacterias Gram-positivas y negativas por
Dalmarco et al. (2010)

Tipo de microorganismo CMI (pg/mL) CMB (png/mL)
Canferitrina Gentamicina Canferitrina Gentamicina

Gram Bacillus cereus 8.5 0.2 34 04

positivo  Enterococcus faecalis 3.9 6.0 7.4 12.0
Listeria monocytogenes 300 0.2 900 0.2
Staphylococcus aureus 200 > 100 800 >100
resistente a meticilina
Staphylococcus aureus 200 1.0 800 4.0
Staphylococcus 100 0.1 400 0.2
epidermidis

Gram Acinetobacter baumanii 500 6.0 > 1000 24.0

negativo Escherichia coli 500 6.0 > 1000 12.0
Klebsiella pneumoniae 500 1.0 > 1000 4.0
Providencia alcalifaciens 500 2.0 > 1000 8.0
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Pseudomonas 500 1.0 > 1 000 4.0

aeruginosa

Proteus mirabilis 200 12.0 >1 000 24.0
Acinetobacter 100 6.0 > 1 000 12.0
calcoaceticus

Salmonella typhimurium 100 6.0 800 12.0
Shigella flexinerii 100 31 800 31

Tatsimo y colaboradores (2012) también evaluaron el efecto de la canferitrina sobre
bacterias y levaduras determinando la CMI. La CMI se determind espectrofotométricamente
mediante la reduccion del colorante violeta de iodonitrotetrazolio, cuya reduccion es mediada
por los microorganismos evaluados produciendo un cambio de color de amarillo a rosa.
Adicionalmente, los autores determinaron la concentracidn minima microbicida (CMM)
definida como la concentracién de canferitrina a la que no se produjo crecimiento alguno. Los
resultados mostrados en la Tabla 17, demuestran el potencial de la canferitrina como agente
antimicrobiano. La nistatina fue empleada como farmaco de referencia para levaduras y el

ciprofloxacino como farmaco de referencia para bacterias.

Tabla 17. CMI y CMM ejercida por la canferitrina sobre distintas bacterias y levaduras por Tatsimo et al. (2012)

Tipo de microorganismo CMI (pg/mL) CMM (pg/mL)
K2 (o N¢ K2 cP N¢
Bacteria  Staphylococcus aureus 32 2 NA 32 2 NA
Pseudomonas aeruginosa 32 2 NA 64 2 NA
Salmonella typhi 32 0.5 NA 32 1 NA
Levadura Candida albicans 32 NA 2 64 NA 2
Cryptococcus neoformans 16 NA 0.5 16 NA 0.5
Candida parapsilosis 16 NA 1 16 NA 1

K2: canferitrina; CP: ciprofloxacino; N¢: nistatina; NA: no aplica.

5.1.11 Actividad sobre la artritis reumatoide

La artritis reumatoide es un trastorno autoinmune de las articulaciones caracterizado
por artritis inflamatoria y afectacion extraarticular. Por lo general, involucra multiples
articulaciones de ambas manos con rigidez matutina que puede durar varias horas (Chauhan

et al.,, 2020). En 2019, Wang y colaboradores evaluaron el efecto de la canferitrina sobre
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sinoviocitos similares a fibroblastos provenientes de artritis reumatoide (linea celular MH7A).
La activacion de los sinoviocitos similares a fibroblastos se asocia a la patologia de la
enfermedad. Los autores evaluaron los efectos de la canferitrina sobre sinoviocitos
provenientes de células sanas sobre los cuales este flavonoide no mostré ningun efecto
sobre su viabilidad celular. Posteriormente, los autores evaluaron los efectos apoptéticos de
la canferitrina sobre los sinoviocitos provenientes de artritis reumatoide. La canferitrina (5, 10
y 20 uM) ejercié un incremento sobre la tasa de apoptosis de sinoviocitos provenientes de
artritis reumatoide en contraste con la tasa de apoptosis de sinoviocitos que no recibieron

ningdn tratamiento.

Ademas, la modulacion en la expresion de la proteina proapoptética Bax y
antiapoptodtica Bcl-2 mediada por la canferitrina fue evaluada por estos autores en los
sinoviocitos. Los niveles de expresion de Bax aumentaban significativamente a medida que
aumentaban las concentraciones de canferitrina (5, 10 y 20 uM) en comparacion con los
niveles de expresiéon de Bax en sinoviocitos de artritis reumatoide que no recibieron
tratamiento, mientras que los niveles de expresion de Bcl-2 disminuyeron significativamente a
medida que aumentaban las concentraciones de canferitrina (5, 10 y 20 uM). Por otra parte,
los autores evaluaron los niveles de expresion a nivel génico (mMRNA) y proteico de citocinas
proinflamatorias que incluyeron a la IL-1B, IL-6 y TNF-a. Los niveles de expresion a nivel
génico y proteico de dichas citocinas, disminuyé con un patron dependiente de la
concentracion en los sinoviocitos de artritis reumatoide expuestos a canferitrina (5, 10 y 20
MM), en contraste con los sinoviocitos de artritis reumatoide que no recibieron ningun
tratamiento. Adicionalmente, los autores evaluaron los niveles de metaloproteinasa 1 (MMP-
1) y metaloproteinasa 3 (MMP-3) en sinoviocitos provenientes de artritis reumatoide. En esta
patologia los niveles de MMP-1 y MMP-3 suelen estar elevados. Los niveles de expresion de
estas dos metaloproteinasas a nivel génico (mMRNA) asi como su actividad proteica,

disminuyeron con un patron dependiente de la concentracion de canferitrina (5, 10 y 20 uM).

Los autores también evaluaron los niveles de expresion de IkBa, IkBa fosforilada
(plkBa), p65 y p65 fosforilado (p-p65) en sinoviocitos de artritis reumatoide expuestos a
canferitrina. El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB) es un mediador principal de la inflamacién en la artritis reumatoide que
induce la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 en

monocitos/macrofagos. El factor nuclear de transcripcion p65 (también conocido como RelA)
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pertenece a la familia del factor nuclear kB que median la transcripcién de genes diana al
unirse a elementos especificos del DNA como el potenciador kB, asi como a varios hetero y
homo dimeros. Generalmente, las proteinas NF-kB son secuestradas en el citoplasma por
proteinas inhibidoras como las de la familia de cinasas IkB de las cuales IkBa es la mas
estudiada. EI mecanismo principal para la activacion canénica de NF-kB es la degradacion
inducible de IkBa desencadenada a través de su fosforilacidn especifica de sitio por un
complejo de cinasas IkB (IKK) (Liu et al., 2017). Los niveles relativos de plkBa y p-p65
disminuyeron significativamente a todas las concentraciones de canferitrina evaluadas (5, 10
y 20 yM), en contraste con los sinoviocitos de artritis reumatoide que no recibieron ningun
tratamiento, mientras que no se presentaron cambios sobre los niveles relativos de p65 e
IkBa en los sinoviocitos tratadas con canferitrina. Ademas, los niveles nucleares de p65
disminuyeron a todas las concentraciones de canferitrina evaluadas. Con estos resultados,
los autores confirmaron que la canferitrina inhibe la activacién de la via NF-kB al evitar la

fosforilacion de p65 e IkBa.

La activacion de la via Akt/mTOR juega un papel crucial promoviendo la proliferacion
celular y la produccion de citocinas inflamatorias, MMP-1 y MMP-3. Los niveles de p-Akty p-
mTOR disminuyeron al aumentar las concentraciones de canferitrina (5, 10 y 20 uM) a las
gue fueron expuestos los sinoviocitos provenientes de artritis reumatoide, mientras que los
niveles de Akt y mTOR se mantuvieron sin cambios a todas las concentraciones de
canferitrina evaluadas. En este caso, de igual manera, la canferitrina logré inhibir la

activacion de la via Akt/mTOR al evitar la fosforilaciéon de Akt y mTOR.

Finalmente, con la finalidad de evaluar los efectos in vivo de la canferitrina sobre la
artritis reumatoide, Wang y colaboradores indujeron dicha enfermedad en ratones hembra
DBA/1J por administracion de colageno bovino tipo Il en combinacién con adyuvante de
Freud. La canferitrina (10 y 20 mg/kg) logré disminuir la severidad de la artritis en los ratones
en comparacion con los ratones que no recibieron ningun tratamiento. La severidad de la
artritis fue evaluada por los autores mediante el aumento en el dafo de la pata trasera de los
ratones en una escala de 0 a 3 (0: sin inflamacién, 1: eritema e inflamacion leve, 2: eritema e
inflamacion media y 3: inflamacién y enrojecimiento grave). Asimismo, los autores evaluaron
los niveles séricos de citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) los cuales se
encontraban elevados en los ratones con artritis reumatoide que no habian recibido ningun

tratamiento. La canferitrina (10 y 20 mg/kg) logré reducir significativamente los niveles de
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dichas citocinas proinflamatorias. Los autores concluyen después de todos estos
experimentos que la canferitrina puede ser empleado para el tratamiento de la artritis

reumatoide.

5.1.12 Actividad sobre las enzimas P450

La actividad inhibitoria de la canferitrina sobre isoformas de citocromo P450 (CYP450)
de microsomas hepéticos humanos fue evaluada por Zhang y colaboradores (2019). La
canferitrina no ejercié ningun efecto sobre las isoformas CYP2A6, 2E1, 2D6, 2C19 y 2C8 a
una concentracion de 100 uM, mientras que este flavonoide logré inhibir significativamente la
actividad de CYP1A2, 3A4y 2C9 a 21.8%, 12.7% y 12.9%, respectivamente, en comparacion
con las isoformas que no recibieron tratamiento con canferitrina (100%). El estudio de
inhibiciébn enzimatica mostré que las isoformas CYP1A2, 3A4 y 2C9 presentaron una Clso de
20.56, 13.87 y 14.62 uM, respectivamente.

Los gréficos de Lineweaver-Burk sobre la cinética de inhibicion mostraron que la
inhibicién de CYP1A2 y 2C9 es de tipo competitiva y la de 3A4 no competitiva. Los valores
obtenidos de constante de inhibicion (ki) inducidos por la canferitrina fueron de 10.24, 7.11y
7.58 uM para CYP1A2, 3A4 y 2C9, respectivamente.

Los valores de ki/kinact para CYP3A4 fueron de 10.85/0.036 min/uM. El valor de kinact
significa que aproximadamente el 3.6% de CYP3A4 se inactiva cada minuto cuando se
incuba a una concentracion saturada de canferitrina. Los autores concluyen que la
canferitrina no deberia coadministrarse con farmacos que sean metabolizados por las
isoformas CYP3A4, CYP1A2 y CYP2C9. Ademas, se requieren estudios clinicos para

evaluar esta interaccion in vitro.

5.1.13 Actividad sobre el virus de la hepatitis C
El virus de la hepatitis C se une a sus receptores en los hepatocitos, los cuales
incluyen al receptor eliminador de receptores de lipoproteinas de alta densidad de clase B
tipo I, la tetraspanina CD81, la proteina de union estrecha claudina-1 y la ocludina. Tras
unirse a los receptores antes mencionados, el virus se internaliza y libera su nucleocapside
en el citoplasma para proceder a su replicacion, la cual es catalizada por la proteina NS5B (Li
et al., 2015). La proteina no estructural 3 (NS3) del virus de la hepatitis C contiene una serina
proteasa y una RNA helicasa, la proteasa escinde la poliproteina codificada por el genoma e
inactiva las proteinas celulares necesarias para la inmunidad innata (Raney et al., 2010).
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Yang y colaboradores (2017) evaluaron el potencial de la canferitrina para inhibir la
actividad de NS3, para ello un fragmento de DNA que codifica para la serina proteasa
NS3/4A fue sintetizado, amplificada por PCR, clonado en los sitios de restriccion Ndel y
BamHI del vector de expresion pET28a y transfectado en Escherichia coli en la que se indujo
la expresion de NS3. La actividad de NS3 se evalué mediante la técnica FRET, que se
traduce como resonancia de fluorescencia por transferencia de energia. La inhibiciéon de su
actividad (NS3) se cuantific6 mediante el ensayo de proximidad de centelleo empleando
como sustrato un péptido fluorescente (Ac-Asp-Glu-Glu--Glu-Glu Alg-Ala -Ser-Lys) el cual al
ser escindido por la NS3/4A liberaba fluorescencia; para cuantificar el efecto inhibidor

ejercido por la canferitrina el sustrato fue incubado con ella y la proteasa NS3/4A.

La canferitrina mostré una actividad inhibitoria expresada como Clso de 19.4+0.5 uM,
mientras que Telaprevir (VX-950; control positivo) mostré una Clso de 3.5+0.55 puM, es decir,
la canferitrina mostré una elevada actividad inhibitoria sobre NS3/4A por lo que podria actuar
como un farmaco o entidad central para el disefio de inhibidores potentes y especificos

contra el virus de la hepatitis C.

5.1.14 Actividad antiosteoporoética

La osteoporosis es una enfermedad metabodlica del hueso que se traduce como la
pérdida de su resistencia, es decir, el aumento de su fragilidad caracterizada por una masa
Osea baja, deterioro del tejido 6seo y alteraciéon de su microarquitectura (Sozen et al., 2017).
Los efectos de la canferitrina sobre osteoblastos de ratas Wistar fue evaluado por Ye y
colaboradores (2015) en los cuales se determiné la actividad de la fosfatasa alcalina, de la
gue existen dos isoformas, especifica de higado y hueso. La fosfatasa alcalina especifica de
hueso se adhiere a la membrana de los osteoblastos; el efecto estimulante de la
mineralizacién 6sea ejercida por esta isoforma se logra por la inactivacion del pirofosfato y la

glicoproteina osteopontina (Tariq et al., 2019).

El porcentaje de actividad de la fosfatasa alcalina en osteoblastos de ratas Wistar
tratados con canferitrina aumenté a 108.1+4.5% (10® M) y 108.4+2.4% (10° M) de los
100.146.1% que presento el grupo control. También, los autores determinaron la deposicion
de calcio a través del porcentaje de nddulos mineralizados. Las ratas administradas con
canferitrina mostraron un porcentaje de nédulos mineralizados de 105.2+7.2% y 128.1+3.3%
a las concentraciones de 107y 10® M, respectivamente, mientras que el control presenté un
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porcentaje de ndédulos mineralizados del 100.0+2.9%. Finalmente, en osteoclastos expuestos
a tratamiento con canferitrina, los autores determinaron la actividad de la fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP, por sus siglas en inglés). La canferitrina ejercié una reduccion
significativa en el porcentaje de actividad de la fosfatasa acida a 86.5+5.4% (107 M),
86.7+5.8% (108 M) y 90.1+9.4% (10° M) del 100.0+3.3% de actividad presentada por el grupo
control. Los autores concluyen que la canferitrina posee evidentes propiedades
antiosteoporoticas sobre osteoblastos y osteoclastos in vitro, lo que implica que podria ser un

agente potencial para tratar la osteoporosis.

Por otra parte, Ma y colaboradores (2015) evaluaron el efecto antiosteoporotico
ejercido por la canferitrina en ratas hembras Sprague-Dawley sometidas a ovariectomia
bilateral. La primera evaluacion consistio en la determinacion de la densidad mineral 6sea
expresada a través del puntaje T expresado como g/cm? después de doce semanas de
tratamiento con canferitrina. La densidad mineral 6sea aumentd en un 6.4% con la
administracion de canferitrina (16 mg/kg), mientras que en ratas que no recibieron ningun
tratamiento la densidad mineral 6sea disminuydé en un 7.4%. Adicionalmente, los autores
observaron micrografias computarizadas del fémur de las ratas en donde observaron una
evidente disminucion ésea en las que no recibieron ningun tratamiento. Dicha densidad 6sea
presenté un aumento evidente de mayor a menor con el tratamiento de valerato de estradiol
(control positivo) a 1 mg/kg y canferitrina a 16 mg/kg y 8 mg/kg, respectivamente. Ademas,
con la finalidad de evaluar los efectos de la canferitrina sobre la inhibicion de la resorcion
O0sea y como promotora de la formacion 6sea, los autores determinaron en plasma los niveles
de actividad de la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), fosfatasa alcalina y catepsina
K. La actividad de dichas enzimas aumentd en las ratas que no recibieron ningun
tratamiento. El valerato de estradiol solo logré disminuir significativamente los niveles de
catepsina K. La canferitrina, hasta la dosis de 16 mg/kg logré reducir solo la actividad de la
fosfatasa alcalina, mientras que a la dosis menor (8 mg/kg) de este flavonoide se redujo la
actividad de TRAP y captesina K. Adicionalmente, la canferitrina (108 My 10° M) estimul6 la
actividad de la fosfatasa alcalina en osteoblastos e indujo efectos inhibidores sobre la

actividad de la TRAP y catepsina K en osteoclastos murinos.

Finalmente, los autores analizaron los efectos de la canferitrina sobre la expresion de

p-ERK, p-IkB, p-p38 y p-JNK en osteoclastos. La canferitrina (10, 107 y 10® M) ejercié una
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disminucién en la expresion de p-IkB y un aumento en la expresion de p-ERK, mientras que
no observaron ningun patréon evidente sobre la expresion de p-p38 y p-JNK. La canferitrina
ejercio actividad antiosteoporotica al regular negativamente la fosforilacion de 1-kB e inhibir la
activacion de la via de sefalizaciéon de NF-kB que provoca la inhibicion de la diferenciacion
de osteoclastos y la reduccién de la resorcion Osea osteoclastica, por lo que los autores
presumen que la canferitrina puede considerarse un candidato para el tratamiento de la

osteoporosis.

5.1.15 Actividad sobre SARS-CoV-2

El aflo 2019 se caracterizé por el inicio de la pandemia causada por el virus SARS-
CoV-2 que origina la enfermedad del coronavirus (COVID-19, por sus siglas en inglés). Zaki y
colaboradores (2020) evaluaron el efecto de nueve flavonoides, incluida la canferitrina, sobre
la proteasa principal del virus SARS-CoV-2 conocida como MP®, Esta proteasa es utilizada
por el virus para escindir productos génicos virales implicados en su replicacion. Los autores
los evaluaron in silico mediante simulaciones de acoplamiento molecular empleando el
software “Molecular Operating Environment” (MOE). Previamente, los autores habian
obtenido la estructura cocristalizada de la proteasa con un inhibidor especifico conocido
como N3. Posteriormente, evaluaron todos los compuestos y la canferitrina fue la que se unio
con mayor fuerza al sitio activo de MP™® solamente después de N3. El inhibidor N3 mostré una
afinidad de unién de -10.10 kcal/mol con la formacién de cinco enlaces de hidrégeno con los
aminoacidos Thr26, Glyl143, Glul6é6 y GIn189 de la proteasa MP®, mientras que la
canferitrina mostro una afinidad de union de -8.63 kcal/mol con la formacion de siete enlaces
hidrégeno con los aminoacidos Thrl90, Thr26, Glyl43 y GIn192. Adicionalmente, los
estudios de la relacion de la estructura de los flavonoides con su actividad sobre la proteasa
de SARS-CoV-2 mostraron que la presencia de ramnosas en la posicion 3 y 7 de la
canferitrina incrementaba la afinidad de union a MP®. Esta proteasa tiene un papel
fundamental en la mediacién de la replicacién y transcripcion viral, lo que la convierte en un

objetivo farmacolégico atractivo para el SARS-CoV-2 (Jin et al., 2020).

Por otra parte, otro grupo de trabajo conformado por Arokiyaraj y colaboradores (2020)
evaluaron mediante ensayos in silico la capacidad de acoplamiento al dominio de union al
receptor (RBD, por sus siglas en inglés) de la subunidad S1 de la proteina Spike del SARS-
CoV-2. La canferitrina mostré una eficiencia de union de 0.28 debido a la integracién de

enlaces de hidrégeno con residuos de aminoacidos presentes en el RBD de S1 de SARS-
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CoV-2 que incluian Thr345, Phe347, Leud44l, Asp442, Asn450, Tyr451 y Arg509 e

interacciones tipo Van der Waals de -9.24 kcal/mol.

El mecanismo de infeccién del SARS-CoV-2 comienza con la interaccion de RBD con
el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACEZ2) después las dos regiones de
repeticion heptada, HR1 y HR2 que forman parte de la subunidad S2 de la proteina Spike
forman un haz de seis hélices en la interaccion previamente formada que permite la
incorporacion del virus al citoplasma, por endocitosis. El virus libera su RNA viral y las
poliproteinas PP1B y PP1AB, las cuales son escindidas por la proteasa tipo 3C (3CLP™),
forman el complejo de replicacion-transcripcion que impulsa la produccion de RNA en anti
sentido, el cual se emplea como plantilla para generar la hebra en sentido positivo.
Posteriormente, se genera RNA subgendmico que codifica todas las proteinas estructurales
del virus. La nucleocépside viral se ensambla a partir de RNA gendmico y proteinas N en el
citoplasma y se transporta al lumen de la cavidad intermedia del reticulo endoplasmico y al
aparato de Golgi y las particulas del virus se liberan de las células infectadas por exocitosis
(Li et al., 2020). Los autores evaluaron el acoplamiento de los compuestos sobre 3CLP®
donde la canferitrina ejercié la formacion de enlaces de hidrégeno con Leul4l, Asnl42,
Serl44, His1l63 y Glul66 de 3CLP™®, con una energia de union de -7.83 kcal/mol y una
eficiencia en el ligando formado de 0.28. En el proceso de infeccién, la proteina 78 regulada
por glucosa (GRP78, por sus siglas en inglés) que es un marcador de estrés del reticulo
endoplasmico, se encuentra presente en la superficie de macréfagos activados, mejorando la
afinidad de SARS-CoV-2 a las células. En GRP78 existen residuos del sitio activo que
incluyen lle426, Thr428, Val429, Val432, Thr434, Phe451, Ser452, Val457, Thr458 e 1le459
gue favorecen la union de la proteina Spike, por lo que los autores evaluaron la capacidad de
la canferitrina para interaccionar con los residuos del sitio activo de GRP78 para prevenir las
acciones del SARS-CoV-2. La canferitrina exhibié una energia de unién de -4.36 kcal/mol y
una eficiencia del ligando formado de 0.11 y una constante de inhibicién de 639.8 uM. Los
autores concluyen que los compuestos evaluados, incluida la canferitrina, pueden inhibir la
entrada del SARS-CoV-2 a las células a través del receptor de ACE2 e inhibir su proceso
proteolitico. Ademas, la canferitrina puede apoyar en la regulacion de la sefalizacion celular

a nivel de la union de la proteina GRP78 y evitando asi la interaccion con SARS-CoV-2.

139



5.2 Procumbendsido B

5.2.1 Actividad antiinflamatoria

Pérez-Gutiérrez y colaboradores (2018) evaluaron la actividad antiinflamatoria del
procumbendsido B (PB) aislado de J. spicigera sobre macréfagos murinos (linea celular RAW
264.7) estimulados con LPS. Los efectos antiinflamatorios del procumbendsido B fueron
determinados mediante la evaluacién en la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-
12, IL-18 y TNF-a) y citocinas antiinflamatorias (IL-10). El procumbendsido B (40, 50, 100 y
200 pg/mL) logrd ejercer un aumento significativo en los niveles de produccion de IL-10 en
contraste con los macrofagos que no recibieron ningun tratamiento previo a la estimulacion
con LPS (20 ng/mL). La dexametasona (1 pM) logré ejercer un aumento en la produccién de
IL-10 superior a la concentracion mas elevada de procumbendsido B evaluada (200 pg/mL).
Los niveles de IL-6, IL-12, IL-1B y TNF-a disminuyeron de manera significativa en
macrofagos murinos pretratados con procumbendsido B (20, 40, 50, 100 y 200 ug/mL) pero
ninguna de las concentraciones de procumbendsido B presentd mayor actividad que la

dexametasona (1 pM).

Posteriormente, para evaluar los efectos antiinflamatorios ejercidos por el
procumbendsido B en macréfagos murinos estimulados con lipopolisacaridos (LPS), los
autores cuantificaron los niveles de produccion de 6xido nitrico (NO), 6xido nitrico sintasa
(iINOS), prostaglandina E2 (PGE2) e interferon B (INF-B). Los niveles de NO, iNOS, PGE2 e
INF-B disminuyeron de manera significativa en macréfagos murinos pretratados con
procumbendésido B (25, 50 y 100 pyg/mL) previo a su estimulacién con LPS (1 pg/mL). Los
niveles de NO y PGE2 disminuyeron en consecuencia a la inhibicion de la INOS. Después,
los autores evaluaron el efecto de este flavonoide sobre la actividad del factor nuclear kappa-
potenciador de la cadena ligera de las células B activadas (NF-kB) en el DNA de macréfagos
murinos estimulados con LPS. La actividad de union de NF-kB al DNA se vio inhibida
significativamente por el procumbendsido B (100 pg/mL). Finalmente, estos mismos autores
evaluaron mediante un ensayo de fluorescencia en larvas de pez cebra (zebra fish) el efecto
del procumbendsido B sobre la produccion de ROS y NO. En este modelo animal se estimuld
la inflamacion por administracion de lipopolisacaridos. Las larvas que solo recibieron
tratamiento con LPS presentaron una imagen fluorescente, mientras que dicha fluorescencia
se redujo en los grupos de larvas que fueron pretratadas con procumbendsido B (25 o 100
Mg/mL) previo al tratamiento con lipopolisacaridos (10 pg/mL), simbolo de la reduccion en la
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produccion de NO y ROS. De acuerdo con estos resultados, los autores concluyen que los
efectos antiinflamatorios ejercidos por el procumbendsido B se podrian atribuir posiblemente
a una regulacion a la baja de INOS y COX-2 mediante la supresion de la via de sefalizacion
de NF-kB.

5.3 Alantoina
Alantoina es una de las moléculas aisladas de J. spicigera que ha sido ampliamente
evaluada por lo que a continuacion se presenta un breve resumen de algunas de las

actividades farmacoldgicas relacionadas principalmente con la planta.

5.3.1 Actividad antiinflamatoria

El asma causada por alergias es una enfermedad en la que se genera inflamacién de
las vias respiratorias con acumulacién de eosinéfilos en el tejido pulmonar y aumento en la
produccion de moco. En el ensayo realizado por Lee et al. (2010) en ratones hembra BALBI/c,
la alantoina (25 o 50 mg/kg) demostro inhibir la acumulacién de eosindéfilos y células
inflamatorias totales en tejido pulmonar de ratones sensibilizados con ovoalbumina. Ademas,
la alantoina redujo la hiper secrecion de moco en tejido pulmonar con un efecto superior al
presentado por el montelukast (30 mg/kg) empleado como farmaco de referencia.
Adicionalmente, la alantoina indujo una reduccién en la produccién de IgE (inmunoglobulina
mediadora de reacciones alérgicas) e interleucinas Th2 (IL-4 e IL-5). La disminucion en la
secrecion de moco inducida por la alantoina se debi6 a la reduccién en la produccién de IL-4
e IL-5. De acuerdo con estos resultados, la alantoina es un potencial agente antiinflamatorio

para el tratamiento del asma.

Florentino et al. (2016) también evaluaron el efecto de la alantoina como agente
antiinflamatorio por los ensayos de induccion de edema y pleuresia por carragenina. La
alantoina (60 mg/kg) logré reducir en un 30.20% el edema en la pata de ratones macho
Swiss, mientras que la indometacina (10 mg/kg) empleada como control positivo lo logro
reducir en un 29.69%; ambos después de 3 h de la administraciéon de carragenina. Por otra
parte, en el ensayo de induccion de pleuresia por carragenina, la alantoina (60 mg/kg) logro
reducir la migracion de leucocitos a la cavidad pleural en un 37%, mientras que la
dexametasona (2 mg/kg), empleada como control positivo, lo logré en un 65.92%. El exudado
pleural se redujo en un 40.65% y 60.98% con el tratamiento con alantoina y dexametasona,

respectivamente. Con estos resultados, los autores concluyeron que la alantoina disminuye
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el edema en una via similar a la de la indometacina y sus efectos antiinflamatorios fueron

evidentes al comprobarlos con el ensayo de pleuresia.

5.3.2 Piel

La alantoina se emplea en el tratamiento de afecciones de la piel es por eso que es de
uso recurrente en la formulacién de productos cosméticos y medicamentos. En México, el
Acuerdo de Sustancias Prohibidas (DOF, 2010) establece que la alantoina se puede emplear
en una concentracion maxima de 0.3% en cualquier producto cosmético. En el caso de su
uso como medicamento, en productos para la piel se puede emplear en un 0.5 a 2.0%, de

acuerdo con los criterios establecidos por la FDA (FDA, 2020).

Las aplicaciones principales se orientan al tratamiento de cicatrices como queloides.
Ademas, debido a que estimula la proliferacion de las células del epitelio se emplea como
coadyuvante en el tratamiento de quemaduras, dermatitis, psoriasis e ictiosis (Szymanska,
2012).

5.3.3 Actividad antinociceptiva

Florentino et al. (2016) evaluaron el efecto antinociceptivo de la alantoina en ratones
macho Swiss mediante el ensayo de induccion de dolor por formalina y la prueba de
movimiento de la cola. En el ensayo de induccion de dolor por formalina, se evalué el tiempo
de reaccion al dolor (tiempo de lamido de la pata trasera) en dos periodos, 0-5 min (dolor
neurogénico) y 15-30 min (dolor inflamatorio). La alantoina (60 mg/kg) logré disminuir el
tiempo de lamido inducido por dolor neurogénico en un 48.81% y el dolor inflamatorio en un
51.80%, mientras que la indometacina (10 mg/kg) empleada como control positivo de dolor
inflamatorio redujo ambos tipos de dolor en un 32.87% y 58.65%. La morfina (5 mg/kg) se
empled como control positivo de ambos tipos de dolor, disminuyéndolos en un 87.39% y
94.54%, respectivamente. Por otro lado, en la prueba de movimiento de la cola se evalu¢ el
tiempo que tardan las ratas en retirar la cola de un analgesimetro. La alantoina (60 mg/kg)
fue incapaz de incrementar el tiempo en el que los ratones retiraban la cola. Adicionalmente,
los autores estudiaron el tipo de mecanismo por el cual la alantoina ejercia su efecto
antinociceptivo. Para el estudio del papel de los receptores opioides emplearon naloxona (3
mg/kg), antagonista no selectivo de estos receptores, previo al tratamiento con alantoina (60
mg/kg), en donde pudieron observar que la naloxona logré evitar los efectos antiinflamatorios

ejercidos por la alantoina en la fase neurogénica. Por otra parte, para estudiar los efectos de
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los canales de K* sensibles a ATP, los autores pretrataron a los ratones con glibenclamida
(blogueador selectivo de estos canales), en donde también observaron que este bloqueador
logro revertir los efectos de la alantoina en la fase neurogénica. Con estos resultados, los

autores sugieren que la alantoina ejerce sus efectos antinociceptivos a nivel periférico.

5.3.4 Actividad antidiabética

Tsai et al. (2014) evaluaron el efecto de la alantoina sobre los niveles de glucosa en
ratas macho Wistar sanas. Las ratas fueron tratadas con alantoina (1 mg/kg) previo a la
administracion de una disolucion de glucosa (1 g/kg) monitoreando los niveles de glucosa en
plasma por 240 min. La alantoina logro reducir los niveles de glucosa significativamente
después de 10 a 30 min. Adicionalmente, la alantoina redujo los niveles de glucosa basal en
sangre, mientras aumentd los niveles de insulina plasmatica. Esto quiere decir que la
alantoina reduce los niveles de glucosa por aumento de los niveles de insulina en plasma.
Ademas, para determinar el efecto de la alantoina sobre la secrecion de insulina, los autores
sometieron células Min 6 a tratamiento con alantoina o glibenclamida (control positivo). Estas
células son provenientes de un insulinoma (tumor pancreético) de Mus musculus, las cuales
se caracterizan por una produccion anormal de insulina. La alantoina (1 pM) logré
incrementar la entrada de calcio en células Min 6 de una manera similar a la glibenclamida (1
uM), la cual se sabe que incrementa la secrecion de insulina por aumento de la entrada de

calcio a las células.

Por otra parte, Ma y colaboradores (2020) evaluaron el efecto de la alantoina sobre
ratones obesos C57BL/6 a los que se les indujo diabetes con estreptozocina. La alantoina
(50 mg/kg) logro reducir a 31.20+3.03 g el peso ganado por los ratones de los 36.00£2.16 g
gue presentaron los ratones pertenecientes al grupo control (obesos y diabéticos). La ingesta
de calorias por alantoina se redujo a 89.15+2.26 kcal de las 99.56+3.03 kcal consumidas por
los ratones control. La metformina (500 mg/kg) logré reducir el peso e ingesta calorica a
34.00+£1.41 g y 91.70+5.24 kcal, respectivamente. Ademas, la alantoina redujo la ingesta de
agua a 54.00+£12.96 mL de los 78.20+£8.79 mL promedio ingeridos por el grupo control y la
metformina a 35.33+£5.32 mL. Por otro lado, los autores determinaron los niveles de glucosa
en sangre, glucosa sérica, insulina y leptina, donde los ratones control presentaron valores
de 441.75+29.41 mg/dL, 594.40+8.76 mg/mL, 0.15+0.01 ng/mL y 48.84+4.00 ng/mL sobre los
parametros antes mencionados. En los ratones a los que se les administré alantoina (50

mg/kg) se redujeron los niveles de glucosa en sangre, glucosa sérica y leptina a
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315.40+32.42 mg/dL, 416.20+£56.97 mg/mL y 24.79+4.05 ng/mL, respectivamente. A su vez,
la metformina los redujo a 269.60+40.60 mg/dL, 305.00+43.90 mg/mL y 37.60£9.62 ng/mL.
La alantoina y metformina indujeron un aumento a 0.27+0.05 ng/mL y 0.30+£0.08 ng/mL sobre

los niveles de insulina.

Adicionalmente, los autores determinaron los efectos de la alantoina sobre los niveles
de colesterol total, triglicéridos, lipoproteina de baja densidad (C-LDL), aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y albumina sérica (ALB). La
alantoina logré reducir los parametros antes mencionados a 160.43+11.18 mg/dL,
58.50+16.93 mg/dL, 30.96+11.73 mg/dL, 81.50+19.31 U/L, 66.75+19.82 U/L y 2.34+0.15
g/dL, de los 194.00+17.43 mg/dL, 135.60+34.10 mg/dL, 46.30+5.05 mg/dL, 140.60+41.61U/L,
126.60£41.91 U/L y 2.07+0.12 g/dL presentados por el grupo de ratones control. La
metformina solo redujo significativamente los niveles de triglicéridos, AST y ALT a
56.00+6.89 mg/dL, 76.404£8.29 U/L, 52.40+9.24 U/L, respectivamente.

El peso del pancreas e higado disminuyé significativamente con el tratamiento con
alantoina y metformina. En contraste, el tejido muscular (cuadriceps y gastrocnemio) de
ratones tratados con alantoina aumentdé en comparacion con los ratones (diabéticos y
obesos) que no recibieron tratamiento alguno. La metformina no ejercié ningun efecto sobre
el tejido muscular. En cuanto al tejido adiposo, solo la grasa perirrenal y mesentérica se logro
reducir con la administracion de alantoina, pero no ejercié ningun efecto sobre la grasa

epididimaria, mientras que la metformina solo redujo la grasa perirrenal.

5.3.5 Actividad sobre la presién sanguinea

Chen et al. (2014) evaluaron el efecto de la alantoina sobre ratas macho Wistar
hipertensas. Los autores administraron alantoina (0.5 mg/kg) por via intravenosa y
monitorearon la presion sanguinea por un periodo de 120 min. La alantoina resulté ser méas
efectiva a los 30 min de su administracion al presentar la reduccion maxima en la presion
arterial de los 120 min monitoreados. Dado que la presencia de receptores de imidazolina en
el cerebro se ha relacionado con la regulacién central de la presion arterial, especificamente
el receptor I-1, los autores evaluaron sus efectos sobre la frecuencia cardiaca y presion
arterial media. Para tales efectos, en ratas sanas se administr6 efaroxan a 1.5 mg/kg
(antagonista especifico del receptor 1-1) en combinacién con alantoina. Los efectos de la

alantoina fueron abolidos por la presencia de efaroxan. Adicionalmente, en ratas
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anestesiadas los autores evaluaron el efecto de la alantoina sobre la contraccion cardiaca,
definida como la derivada de la presion arterial en funcién del tiempo (dP/dt). El valor de
dP/dt se redujo significativamente en las ratas que recibieron alantoina (0.5 mg/kg), en
comparacion con las ratas que no recibieron tratamiento alguno. Dichos efectos fueron
abolidos nuevamente por la presencia de efaroxan. Finalmente, los autores notaron un
evidente aumento del flujo sanguineo periférico en las ratas tras el tratamiento de alantoina,
en contraste con las ratas que no recibieron tratamiento alguno. Nuevamente, dicho efecto se
vio eliminado por la presencia de efaroxan. Estos resultados, sugieren que los efectos
antihipertensivos ejercidos por la alantoina son en parte a nivel cerebral y puede ser un

potencial agente para el tratamiento de la hipertension.
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CAPITULO 6. ASPECTOS FISICOQUIMICOS DEL TINTE

El uso del tinte del muicle en alimentos ha despertado un gran interés, debido a que como lo
menciona Pavén-Garcia y colaboradores (2011), el color es uno de los atributos mas
importantes de los alimentos, considerandose como un indicador de calidad y estabilidad y
frecuentemente determina la aceptacion de los productos en los consumidores. Actualmente,
existe una tendencia a usar colorantes naturales que puedan aportar un valor agregado al
producto terminado. Por esta y otras razones, Pavon-Garcia y colaboradores (2011)
evaluaron la estabilidad del tinte de J. spicigera microencapsulado. Partiendo del supuesto
de que las antocianinas son las responsables del color del tinte, estos autores consideraron
gue uno de los puntos criticos para desarrollar un colorante a base de muicle es la
inestabilidad de estos compuestos en el procesamiento y almacenamiento de alimentos, ya
que son sensibles a varios factores ambientales que incluyen temperatura, luz, oxigeno, pH,
iones metélicos, enzimas, entre otros. Por esta razén utilizaron la microencapsulacion para la
proteccion del colorante y de esta manera poder ser agregado a los alimentos. La
microencapsulacion permite que un coloide protector actie como barrera entre el colorante
natural y los factores ambientales degradantes. La microencapsulaciéon del tinte se realiz6 en
dos mezclas de polimeros, la primera consistiéo de goma arabiga (obtenida de Acacia senegal
al 50%) y maltodextrina con 10 equivalentes de dextrosa al 50% (GA-MD) y la segunda
mezcla consisti6 de goma de mezquite al 50% y maltodextrina con 10 equivalentes de
dextrosa al 50% (GM-MD).

Posteriormente, los autores determinaron la actividad del agua (aw) que, de acuerdo con lo
gue menciona Vega Galvez et al. (2006), es un parametro que indica la disponibilidad de
agua en un alimento para que existan reacciones quimicas, bioquimicas (p.e. oxidacion de
lipidos, reacciones enziméticas, reaccion de Maillard, entre otras) y desarrollo microbiano, y
por lo tanto es una medida muy util para predecir la vida util de un alimento. Para conocer la
actividad del agua y como ésta influye en el contenido de humedad como funcion de la
temperatura, se construyen isotermas de absorcion. Estos diagramas relacionan la actividad
del agua (aw) al material de estudio, son Unicas a cada temperatura y en su mayoria se
obtienen por gravimetria. Los autores sometieron muestras del tinte encapsulado en GA-MD
y GM-MD en disoluciones de diferentes sales (aw = 0.11 a 0.85) a diferentes temperaturas
(20°C, 35°C y 40 °C) calculando los pesos de las muestras cada 5 dias por 20 a 25 dias. Las
isotermas de adsorcion se expresaron como el contenido de humedad al equilibrio (kg de
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agua/ 100 kg de base seca) en funcion de la actividad del agua de las distintas disoluciones
salinas. En todos los casos se observo un comportamiento sigmoide ligero y el contenido de
humedad al equilibrio aumentaba a medida que incrementa la actividad del agua (aw) y la

temperatura.

Pavon-Garcia et al.,, (2011) evaluaron la estabilidad de las antocianinas y las
cuantificaron en las microcapsulas, asi como en el extracto acuoso de J. spicigera sin
encapsular, a tres temperaturas (20, 35 y 40 °C). El extracto acuoso de la planta presento la
mayor pérdida de antocianinas totales, seguido de las microcapsulas GA-MD y la menor
pérdida la presentaron las microcapsulas GM-MD. El incremento de la temperatura de 20°C a

35 °Cy, posteriormente, a 40 °C dio lugar a una mayor pérdida de antocianinas totales.

Ademas, la vida media de las antocianinas en las microcdpsulas GM-MD fue
significativamente mayor que en las microcapsulas GA-MD y que en el extracto acuoso de la

planta.

Finalmente, los autores (Pavon-Garcia et al., 2011) cuantificaron los parametros de
color L* (luminosidad), b* (rojez) y a* (amarillez) en el extracto acuoso de la planta y las
microcapsulas. El objetivo fue determinar la estabilidad en el cambio de color con el tiempo,
para lo cual tomaron muestras cada 5 dias por 120 dias. La pérdida de color se ajusté a un
modelo de cinética de primer orden. El cambio de color aumenté a medida que aumentaba la
temperatura, sin embargo, el cambio de color de menor a mayor se dio en las microcapsulas
GM-MD, GA-MD y el mayor cambio se dio en el extracto acuoso de J. spicigera. Los autores
concluyeron que la estabilidad de las supuestas antocianinas presentes en el tinte de J.
spicigera se puede prolongar al emplear microcapsulas de GA-MD y GM-MD, especialmente
en las de GM-MD.

En 2014, nuevamente Pavon-Garcia y colaboradores evaluaron el efecto de la
formulacion de emulsiones simples (W1/O) con alginato de sodio (AS), goma xantana (GX),
goma guar (GG) y goma de algarrobo (GA) y emulsiones dobles (W1/O/Wz2) con goma
arabiga (GB) y goma arabiga:goma de mezquite (70:30, GB:GM) en la conservacion del tinte
del extracto acuoso de las hojas de J. spicigera. Las emulsiones dobles (W1/O/W2) son
ampliamente usadas para proteger ciertos componentes activos (hidrofilicos) de su
desintegracion por exposicion a la luz o degradacion enzimatica en alimentos y suplementos
alimenticios (Pavon-Garcia et al., 2014).
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Los termogramas de las emulsiones multiples formaron tres picos caracteristicos a -43
°C, -32 °C y -15 °C correspondientes a la congelacion de las fases W1, O y W2, mientras que
la emulsion simple mostré dos picos uno a -32°C (cristalizacion de la fase oleosa) y otro a -
46°C (cristalizacion de la fase acuosa). La emulsion no gelificada con GB:GM y la emulsion
W1/Oas gelificada con GB mostraron méas picos al aumentar los ciclos de enfriamiento, en
comparacion con la emulsion W1/Oas gelificada con GB:GM que no mostré picos adicionales
tras cuatro ciclos de enfriamiento. Con estos resultados, los autores confirmaron la elevada
estabilidad de la emulsion W1/Oas gelificada con GB:GM, que relacionaron al peso molecular
de la mezcla de polimeros. Los autores concluyeron que la presencia de agentes gelificantes
en la fase interna de las emulsiones multiples, ayuda a estabilizar a las emulsiones simples,
las cuales influyen en la preservacion de los compuestos bioactivos en la fase acuosa interna
a largo plazo. El alginato de sodio resulto ser el mejor agente estabilizante de las emulsiones
simples al reducir en mayor proporcion los efectos de coalescencia dado por su valor de kc y
se logré un efecto sinérgico estabilizante en la emulsion simple (W1/Oas) mediante la

incorporacion de GB o GB:GM.

Casanova-Gonzalez et al. (2012b) analizaron por espectroscopia de Raman
amplificada por superficie (SERS, por sus siglas en inglés) nanoparticulas de plata y cobre
obtenidas por reduccién con citrato de sodio e hidroxilamina, del extracto acuoso
(maceracion por 3 dias a temperatura ambiente) de las hojas de J. spicigera. La
espectroscopia de Raman amplificada por superficie (SERS, por sus siglas en inglés) es una
técnica cuyo principal objetivo es amplificar las sefiales Raman en varios oOrdenes de
magnitud que se producen por interaccién de la luz con los materiales empleados como
sustratos (oro, plata, cobre y aluminio), los cuales deben de soportar la resonancia
plasmonica. Los espectros de SERS se encuentran en el rango de plasmonica -400 a 1 000

nm gue es el mas caracteristico de esta técnica. (Ru et al., 2008).

Las nanoparticulas fueron caracterizadas por espectroscopia UV-VIS y microscopia
electronica de alta resolucion (HTEM, por sus siglas en inglés). Los coloides de oro y plata
obtenidos por reduccion con citrato de sodio se fabricaron al someter una disoluciéon de
nitrato de plata (AgNO3s) o acido cloroaurico (HAuCls) a agitacion con reflujo, afiadiendo
citrato de sodio al 1% y manteniendo el reflujo por 60 y 5 min, respectivamente. Las
particulas de plata generadas por reduccion con hidroxilamina se obtuvieron con una mezcla

de una disolucion de cloruro de hidroxilamonio (NH2OH*HCI), hidroxido de sodio (NaOH) y
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AgNOs en agitacion por 10 min. Los espectros UV-VIS mostraron que los tres coloides eran
adecuados para ser usados como sustratos para el analisis por SERS, mientras que las
imagenes de HTEM mostraron que los coloides de plata obtenidos por ambos métodos
presentaban una mejor dispersion de tamafio de particula y una forma esférica
predominante. Los coloides de oro mostraron diversos tamafos de particula y formas por
HTEM.

La actividad de los sustratos fue analizada por SERS con una disolucién de acido
carmico, donde solo los coloides de plata obtenidos por reduccidon con citrato mostraron
espectros SERS dtiles, por lo que los otros coloides fueron excluidos para la evaluaciéon del
extracto acuoso de J. spicigera. El espectro del extracto empleando como sustrato al coloide
de plata obtenido por reduccion con citrato mostré la presencia de varias bandas en la regién
de 1100-1600 cm™ y algunas bandas muy fuertes cerca de 500 cm™, por lo que los autores
sugieren que el tinte tiene una estructura similar a flavonoides. Ademas, los mejores
espectros se adquirieron a pH neutro que podria estar ligado a la presencia de pares de
electrones disponibles (grupos hidroxilo, cetona o carboxilo) que permitieron una buena
absorcién del analito y, en consecuencia, espectros SERS con bandas intensas. Los autores
concluyeron que los espectros obtenidos por SERS del extracto acuoso de J. spicigera son

Utiles para posteriores identificaciones de la estructura del tinte.

En el mismo afio, Casanova-Gonzalez y colaboradores (2012a) volvieron a evaluar al
extracto acuoso (maceracion por 3 dias a temperatura ambiente) de las hojas de J. spicigera,
pero adicionalmente evaluaron el agua remanente obtenida del tefiido de fibras de lana
previamente con el extracto inicial de J. spicigera. Los coloides de plata se obtuvieron por
reduccion de una disolucion de AgNOs con citrato de sodio y fueron evaluadas por
espectroscopia UV-VIS y HTEM. Las imagenes de HTEM mostraron una forma esférica con
una distribucion similar en el tamafio de particula de 14 nm de didmetro. El espectro SERS
del extracto acuoso mostré una banda pronunciada en 580 cm%, que los autores asociaron a
un patrén de glucosilacién y otra banda en 1330 cmt que atribuyeron al canferol. Ademas, se
mostraron picos muy intensos en la regién de 400 a 600 cm™ y varios picos de 1100 a 1600
cm® asociados al ion flavilio. La estructura quimica del componente principal se mantiene
indeterminada, sin embargo, los autores afirman que existe una clara diferencia (segun los
resultados obtenidos) entre la estructura del pigmento de J. spicigera y el indigo cuyos

rasgos caracteristicos del espectro Raman [545 cm™: & (C=C-CO-C) y 1574 cm™: v (CC), v
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(C=C), v (C=0)] estan ausentes en el espectro de J. spicigera. Sin embargo, los autores
afirman que la presencia de canferitrina en sus hojas podria estar relacionada con el color
gue produce el tinte y que varias bandas observadas en la regién de 1100-1600 cm?*y
algunas bandas muy fuertes cerca de 500 cm sugieren la presencia de flavonoides. Al
superponer los espectros SERS del extracto acuoso de la planta y el obtenido después de
tefir fibras de lana pudieron observar que las bandas se encontraban desplazadas de 1 a 7
cm? en el espectro de la fibra tefiida pero la intensidad de cada banda seguia siendo similar

con ligeras diferencias en el espectro de la fibra tefiida (Figura 11).
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Figura 11. Se observan los tintes (arriba) de achiote (A), cempazuchitl (B), J. spicigera (C) y palo de Brasil (D)
y, fibras de lana tefiidas con los mismos (abajo). Tomada de Casanova-Gonzalez et al. (2012a)

Por otra parte, Espinosa-Morales y colaboradores (2012) realizaron la caracterizacion
de un extracto acuoso (tinte) obtenido por maceracion con ultrasonido durante 1 h a
temperatura ambiente de las hojas de J. spicigera. Esta caracterizacion la llevaron a cabo
utilizando espectroscopia UV-VIS, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR, por sus siglas en inglés) y por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas previa pirolisis (PY-GC/MS, por sus siglas en inglés). El espectro UV-VIS mostro un
pico de absorcidbn maxima a una longitud de onda de 581 nm. El espectro FTIR presento una
fuerte sefial en 1618-1645 cm™, la cual asociaron a la frecuencia vibracional de un grupo
aromaético C-C=C, una banda de absorcién débil fue observada entre 795-825 cm asociada
a una elongacion fuera del plano del enlace aromatico C-H. Entre 1405-1416 cm™ se

observaron movimientos de elongacion correspondientes al grupo fendlico -OH. Se present6
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una banda ligera correspondiente al grupo OH en el rango de 3222-3310 cm™, mientras que
la frecuencia vibracional tipica del movimiento de estiramiento del enlace C-O se observo en
1233-1224 cm®, que los autores asociaron a la presencia de compuestos fendlicos en la
estructura molecular del tinte. El movimiento asimétrico del grupo -CHs aparece en el rango
de 2922-2973 cm?, que puede estar asociado a un grupo metoxilo (-OCHzs) en la estructura
del tinte. Finalmente, después de todos estos ensayos, los autores no lograron determinar la

estructura del tinte ni lograron confirmar la presencia de antocianinas.

Chan-Bacab y colaboradores (2015) igualmente se dieron a la tarea de caracterizar al
tinte de J. spicigera con la finalidad de resaltar su uso como parte de una técnica ancestral
gue pueda seguir usdndose de una manera segura y sostenible en producciones artesanales
esenciales para el sustento rural. En diferentes areas de la peninsula de Yucatan, usan al
tinte del muicle para el tefiido de algodon. Chan-Bacab et al. (2015) evaluaron inicialmente la
eficiencia de la extraccion por método tradicional (decoccidén con diferentes disolventes a
60°C por 1 h), y un método al que clasificaron como moderno, con la extraccién por
microondas. Al comparar el rendimiento de estos dos métodos de extraccion, el que dio el
mejor rendimiento fue la decoccion con etanol al 10% (34.6%) seguido de la extraccion por
microondas con agua destilada (32.1%), extraccion por microondas con etanol al 10%
(32.0%) y el método que produjo el menor rendimiento, fue la extraccion por decoccién con
agua destilada (31.3%). Los extractos se sometieron a un analisis espectrofotométrico UV-
VIS en la regién de 400-750 nm para identificar la longitud de maxima absorcién (Amax), asi
como un analisis por cromatografia en capa delgada (CCD). De acuerdo con los resultados
obtenidos por los autores, se detectaron flavonoides presentes en el extracto como los
responsables de la coloracion.

Baqueiro-Pefia et al. (2017) evaluaron diversas disoluciones hidroalcohdlicas
(etanol:agua) de J. spicigera sobre su actividad antioxidante, contenido de fenoles,
pardmetros de color, entre otras. Los extractos fueron obtenidos de las hojas frescas y secas
(una semana y un afio) de J. spicigera, empleando dos métodos de extraccion (agitacion y
ultrasonido). En los extractos se presentaron diferencias significativas en los parametros de
color (L: luminosidad, a: verde-rojo y b: amarillo-azul) que dependieron del método de
extraccion, el tipo de disolvente y las condiciones de las hojas de la planta. En cuanto a las
hojas frescas, el espacio de color (diagrama) mostré que el extracto acuoso obtenido por

agitacion se localiz6 en la regién de coloracion rojo-amarilla, mientras que los extractos de
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agua:etanol al 30% (agitacion y ultrasonido) y el extracto acuoso obtenido por ultrasonido se
localizaron en la region amarillo-verde. Los extractos de agua:etanol al 50, 70 y 100% se

localizaban en la region azul-rojo.

En cuanto a los extractos de hojas secas, los autores observaron que, al disminuir la
concentracion de etanol en los extractos, éstos se tornaban mas oscuros. Los extractos de
etanol al 100% presentaron tonalidades verde-amarillo, mientras que los extractos de
agua:etanol al 30, 50 y 70% se encontraban en los limites de tonalidades rojas y violetas.
Finalmente, para todos los tipos de hojas (frescas y secas) el extracto de agua:etanol al 70%
presentd diferentes tonalidades de rosa. Los autores atribuyeron las diferencias de color al
contenido de humedad en las hojas frescas y secas de J. spicigera y al tipo de disolvente
empleando en la extraccion, asi como el método (agitacion y ultrasonido).

Alvarez-Poblano y colaboradores (2020) evaluaron el efecto de la adicion del extracto
acuoso de las hojas de J. spicigera en harina de maiz blanco nixtamalizada (HMBN) sobre la
reologia de la masa, textura, color, asi como la actividad antioxidante y digestibilidad del
almidon. Se realizaron mezclas de extracto acuoso (60 g) y harina de maiz blanco
nixtamalizada (40 g) utilizando agua destilada, que correspondian a 0.0, 0.7, 1.7 y 2.7 g de
extracto acuoso por cada 100 g (en base seca) de HMBN. La primera evaluacion que
realizaron fue determinar las propiedades viscoelasticas de la masa haciendo uso de un
redbmetro, y midiendo el rango de deformacién de 0.1-100% a 1 Hz, determinando asi los
modulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G”) en funcion de la tension de deformacion. Los
autores observaron que ambos médulos no dependian de la tensién hasta un valor del 1%,
ya que a valores superiores el modulo G’ disminuia, lo que reflejaba la pérdida de la
estructura de la masa, mientras que en el caso del médulo G” se observaba un pequeno
aumento de 3 a 30% que los autores atribuyeron a la formacion de aglomerados de
particulas en la masa. Al adicionar el extracto, los autores observaron que la magnitud de

ambos moddulos disminuia al aumentar la cantidad de extracto en la HMBN.

La preparacion de las tortillas se realizd siguiendo el procedimiento tradicional,
colocando porciones esféricas de la masa (30 g) entre dos hojas de plastico y aplastadas con
fuerza manual, haciendo uso de dos placas metdlicas (14+0.2 cm de diametro) para después
cocinarlas a 350°C (1 min de un lado, 30 s del otro lado y 15 s del lado inicial), dejarlas

enfriar (5 min) y almacenarlas de manera individual a 4°C, en bolsas de polietileno. Como
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primera evaluacion, se determind el contenido de humedad en las tortillas frescas y las
tortillas almacenadas por 4 dias (4°C). En general, en todas las tortillas con diversas
cantidades del extracto se presentd una disminucion significativa en el contenido de
humedad tras 4 dias de almacenamiento. La dureza en las tortillas recién preparadas se
determind haciendo uso de un texturémetro, para lo cual la tortilla fue comprimida con una
sonda esférica una velocidad de 1 mm/s, hasta lograr una penetracion del 50% mediante un
ciclo de compresiéon. Pudieron observar que la dureza en las tortillas aumenté a medida que
incremento el contenido de extracto acuoso en la HMBN, sin embargo, el aumento maximo
(2.81+0.12 N) no fue significativo en comparacion con la dureza presentada en la HMBN sin
extracto de J. spicigera (2.48+0.13 N). Por otra parte, la elasticidad de las tortillas se

incrementd al aumentar el contenido de extracto acuoso en la HMBN.

Alvarez-Poblano et al., 2020 realizaron un analisis por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés). Esta técnica se basa en la
determinacién de grupos funcionales al proporcionar un espectro infrarrojo con mayor rapidez
gue la espectroscopia infrarroja tradicional (Mohamed et al.,, 2017). Los espectros de las
distintas variaciones de tortillas obtenidas por adicién de extracto acuoso de J. spicigera a la
HMBN presentaron una banda caracteristica de amidas que se encontraba en 1640 cm*
correspondiente al estiramiento del enlace C=0, mientras que las bandas en la regiéon de
1080 a 950 cm se relacionaron con estiramientos de los grupos C-O, C-C y C-H y las

vibraciones del grupo C-O-H.

Los autores también determinaron el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante mediante los ensayos de los radicales ABTS, DPPH y FRAP en los extractos de
las variaciones de tortillas expuestos a diferentes condiciones de pH. Dichas condiciones
incluyeron pH 2 (digestion gastrica) y pH 7 (digestiéon intestinal). Como se observa en la
Tabla 18, el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante aumenté a medida que
incrementaba el contenido de extracto acuoso de la planta en las tortillas. Ademas, el
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante (ensayos del radical ABTS y FRAP) fue
mayor en condiciones de digestion intestinal, mientras que en el caso de la actividad
antioxidante determinada por el radical DPPH se presentaron valores mas elevados en

condiciones de digestidn gastrica.
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Tabla 18. Contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante evaluada por Alvarez-Poblano et al.

(2020)

Mue Fenol? ABTSP DPPH® FRAPP

stra

pH 2 7 2 7 2 7 2 7

0.0 45.88:0.44 66.31+0.44  3.94:0.26 16.53+0.32 18.45:0.44 12.76+0.24 2.18+0.12 13.47+0.42
0.7 62.02+0.91 77.11:x0.91  4.44+0.22 16.10+0.33 19.09+0.91 15.25:+0.37 4.16+0.33 14.27+0.39
1.7 6852+0.76 84.87+0.76  5.93+0.19 17.49+0.42 19.62+0.76 16.87+0.43 552+0.36 16.85+0.52
2.7 78.03t0.64 90.67+0.64  6.82+0.13 19.27+0.35 20.73+0.64 17.91¥0.41 6.64+0.25 19.27+0.41

2 mg de equivalentes de acido galico/ 100 g de base seca; P: umol de equivalentes de Trolox®/g de base seca

Los pardmetros de color en las variaciones de masa y tortilla (Figura 12) se
caracterizaron con un colorimetro a partir del cual se determinaron la luminosidad como
negro (L*=0) y blanco (L*=100), verde (-a) o rojo (+a), azul (-b) o amarillo (+b). Los autores
pudieron observar que al aumentar la cantidad de extracto también aumentaba el color
azullvioleta que se puede distinguir visualmente de las tortillas de maiz azul. Los valores de
b* (tonalidad mas amarilla que azul) fueron positivos en ambos controles (masa y tortilla) y se
hicieron significativamente negativos al aumentar la cantidad de extracto, mientras que los
valores de a* (indicativo de una tonalidad mas verde que rojo) fueron positivos en todos los
casos y aumentaron significativamente a medida que aumenté el contenido de extracto en la
masa Yy las tortillas. Los valores de L* fueron positivos en todos los casos y disminuyeron
significativamente al aumentar el contenido de extracto. De acuerdo con los resultados de los
pardmetros a* y b*, los autores afirmaron que el extracto acuoso de J. spicigera les dio a las
tortillas un color equivalente al que se obtiene en las tortillas elaboradas con variedades de

maiz azul.
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Figura 12. Imagenes de las variaciones de masa y tortilla en ausencia y presencia del extracto acuoso de J.
spicigera; (al) masa sin extracto, (a2, a3) tortilla sin extracto, (d1) masa con extracto (2.7 g de extracto
acuoso/100 g) y (d2, d3) tortilla con extracto (2.7 g de extracto acuoso/100 g). Tomada de Alvarez-Poblano et
al. (2020)

La digestibilidad in vitro del almidon presente en las variaciones de tortillas fue
evaluada mediante la tasa de hidrdlisis al incubar muestras con a-amilasa pancreatica (10 a
30 unidades/mg) y amiloglucosidasa (14 unidades/mg) a 37°C por 2 h bajo agitacién suave.
La fraccion de almidon de rapida digestion (ARD) se tomé como la digerida en 20 min, la
fraccion de almidén de digestion lenta (ADL) fue la digerida de 20 a 120 min y la fraccién no
digerida (FND) después de 120 min se calculé mediante la diferencia del almidon total (AT)
menos las fracciones ADL y ARD. El contenido total de almidén en la HMBN no se vio
afectado significativamente por la adicion de extracto acuoso de la planta, mientras que las
fracciones de ARD y ALD se redujeron de 46.45+0.24% (0.0) a 25.2410.41% (2.7) y
23.22+0.29% (0.0) a 16.48+0.25% (2.7), respectivamente, lo que provoco el aumento de la
fraccion de almidén no digerida (FND) de 2.06% (0.0) a 30.01% (2.7). Por otra parte, la
cinética de hidrolisis enzimatica del almidén se cuantifico con la finalidad de determinar la
concentracion al equilibrio (C~) y la constante de velocidad de hidrolisis (kn). Los valores de
C- asi como los de kn fueron significativamente mayores en las tortillas de HMBN que no
contenian extracto acuoso de J. spicigera y tendieron a disminuir al aumentar el contenido de
extracto acuoso, lo que lo autores interpretaron como la disminucién en las fracciones
digeribles del almidén. Los autores mencionan, que de acuerdo con los resultados obtenidos
en el ensayo de digestibilidad del almidén in vitro, se podrian comercializar tortillas

enriquecidas con el extracto acuoso de J. spicigera como alimento funcional para las
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personas con diabetes mellitus tipo Il, ya que es una de las principales enfermedades en la

poblacién mexicana, donde la tortilla es base de su alimentacion.

Y por dltimo y no menos importante, en un estudio reciente realizado por Arberet y
colaboradores (2021) se reportd el posible uso del tinte del muicle en una de las
representaciones del Codice Borbonico. En este trabajo se analizaron las sefiales de
fluorescencia caracteristicas de Raman y UV-VIS de un extracto acuoso del muicle (Figura
13) y se compararon con las capas de pintura marrén en el Codice. Los compuestos que dan
al extracto de J. spicigera su tonalidad azul fueron aislados y purificados por HPLC-DAD para
depositarlos sobre un sustrato solido y evaluar su posible contribucion a la fluorescencia y
espectros Raman obtenidos en el Cddice Borbonico. Sin embargo, los autores no pudieron
darles identidad a los compuestos responsables del color. Una contribucién muy importante
de este trabajo es que los autores pudieron confirmar que las antocianinas no son
responsables del color azul o rojo del tinte, algo que Baqueiro-Pefia et al. (2014) y Casanova-

Gonzalez et al. (2012) ya habian planteado antes.
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Figura 13. Espectro Raman de los compuestos aislados por Arberet y colaboradores de Justicia spicigera y del
extracto acuoso. Tomado de Arberet et al., 2021
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CONCLUSIONES
Conforme a la revision que se realizo de J. spicigera, se concluye que esta especie

ha sido objeto de multiples investigaciones preclinicas las cuales se enlistan a continuacion:

Anticancerigena. El extracto etandlico demostréo actividad contra lineas celulares
provenientes de cancer de mama (MCF-7), adenocarcinoma cervical (HelLa) y
adenocarcinoma de préstata sensible a andrégenos (LnCaP).

- Inmunomoduladora. El extracto etandlico presentd una actividad superior a la ejercida
por lipopolisacaridos y una evidente actividad sobre las respuestas inmunitarias mediadas
por macrofagos, esplenocitos y células NK.

- Antiparasitaria. Los extractos alcohdlicos (metandlico y etandlico) presentaron actividad
contra Giardia duodenalis, Trypanosoma cruzi, Leishmania mexicana y Schistosoma
mansoni.

- Antibacteriana. El extracto etandlico resulto tener actividad contra Acinetobacter Iwoffii,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylcoccus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium y Shigella flexneri y, el extracto acuoso sobre Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes.

- Antimicotica. El extracto etandlico demostré actividad contra Candida tropicalis y
Trichosporon beigelii, mientras que la fraccion hexanica del extracto etandlico demostro
actividad potencial contra Candida albicans. El extracto acuoso demostré actividad contra
enfermedades en plantas causadas por Macrophomina phaseolina, Alternaria alternate,
Colletotrichum sp. y Fusarium solani.

- Antidiabética. El extracto etandlico demostré reducir los niveles de glucosa en ratas
normoglicémicas y diabéticas a corto plazo (no mas de 4 h). Ademéas, uno de los
mecanismos a través de los cuales ejerce sus efectos es la captacion de glucosa por
adipocitos murinos.

- Antihipertensiva. El extracto cloroférmico redujo la presion arterial de ratas hipertensas,
mientras que el extracto acuoso solo redujo la presion diastolica.

- Antiinflamatoria. El extracto etandlico mostrO un evidente efecto sobre marcadores
hepaticos relacionados con la inflamacion, ademas el extracto metandlico logré reducir el
edema en pata de rata.

- Sistema Nervioso Central (SNC). El extracto etanolico demostré una evidente actividad

antinociceptiva, el extracto acuoso actividad anticonvulsiva y efectos de tipo ansiolitico al
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interactuar con hormonas ovaricas producidas en las fases proestro y estro del ciclo estral
de ratas hembras.

- Actividad gastrointestinal. El extracto etandlico present6 actividad como espasmolitico.

Como se puede observar en las actividades anteriormente enlistadas, el extracto
acuoso que es el de consumo frecuente en poblacion mexicana no se ha evaluado
ampliamente. Ademas, cabe destacar que solo existen estudios en los que se evalla la
toxicidad aguda ejercida por los extractos de esta especie y solamente de manera
complementaria a la evaluacion de otras actividades, sin embargo, es necesario realizar
estudios de toxicidad cronica cuya duracion es de 6 meses a un afio, esto debido a que la
especie vegetal es utilizada en enfermedades crénicas, como lo son, la diabetes e
hipertension, y que su forma de uso esta principalmente indicada como agua de tiempo.

Por otro lado, J. spicigera posee como principal metabolito a la canferitrina, la cual
resultd tener una gran cantidad de actividades farmacolégicas, sin embargo, deberia de
evitarse su uso con farmacos metabolizados por algunas isoformas del citocromo P450, las
cuales son: CYP1A2, CYP3A4 y CYP2C9, ya que este flavonoide result6 inhibir su actividad.
Adicionalmente, a las actividades presentadas por J. spicigera, este metabolito presento
actividad contra la artritis reumatoide, osteoporosis, nefropatia diabética, diurética,
natriurética, proteccion de la membrana renal, contra el virus de la hepatitis C y SARS-CoV-
2. Cabe destacar que, en cuanto a su actividad antidiabética, la canferitrina logré inhibir in
vitro la actividad de la maltasa, sacarasa y a-glucosidasa (levadura y mamifero),
adicionalmente, sus efectos se vieron abolidos por inhibidores de PI3K, proteina cinasa C y
GLUT4, su translocacion y activacion; también logré ejercer un aumento sobre la actividad de
la fosfofructocinasa. Adicionalmente, es importante mencionar que la canferitrina no resulté

ser activa contra la PTP1B ni contra la DPP-IV.

Sobre el procumbenodsido B, solo se ha evaluado su actividad como agente
antiinflamatorio, en realidad, hasta la actualidad solo existen dos documentos de actividad
farmacoldgica en la que se evallan procumbendsidos. Finalmente, la alantoina es un
metabolito el cual ha ido ampliamente estudiado e incluso se incluye en la formulacion de
productos cosmeéticos y medicamentos, es por eso que en este trabajo solo se incluyeron

algunas actividades relacionadas a la actividad farmacolégica presentada por J. spicigera.
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Es importante resaltar que una gran cantidad de autores han reportado actividad
antioxidante por ensayos quimicos, sin embargo, no se pueden hacer comparaciones entre
sus resultados debido a que no se reportan las mismas unidades y condiciones de
extraccion. Como se pudo constatar, diferentes extractos de J. spicigera han sido
ampliamente utilizados para determinar compuestos fendlicos y flavonoides. Pero aun falta
realizar investigaciones precisas y aislar e identificar los compuestos polifendlicos que

pudiera contener la especie.

Con relacion a su composicion quimica, se han aislado solo unos pocos
compuestos como son el flavonoide canferitrina, que se presenta como el mayoritario de la
especie. Adicionalmente la presencia del procumbendsido B, permite establecer una relacion
guimiotaxondmica con el género Justicia, ya que este tipo de lignanos son comunes. La
presencia de una flourenona debera ser confirmada, ya que este hallazgo representa algo

muy importante para la especie.

Del género Justicia de 2012 a 2021 se han aislado un total de 134 compuestos, los
cuales incluyen lignanos, flavonoides, terpenoides, compuestos fendlicos, alcaloides,

derivados de &cidos grasos y de estructuras diversas.

Con respecto a la estructura del tinte, esta aun no se conoce. Inicialmente se
atribuyé a las antocianinas, sin embargo, es una imprecision que comenzé con Dominguez et
al. (1990) quien afirmd haber aislado una “probable” antocianina polar como un compuesto
fluorescente. A partir de ahi, una gran cantidad de autores continuaron reproduciendo esta
confusion (Pavon-Garcia et al., 2011; Casanova-Gonzélez et al., 2012b; Cassani et al., 2004;
Awad et al., 2018). Por su parte Baqueiro-Pefia et al. (2017) y Arberet y colaboradores (2021)
refutan esta afirmacion al comprobar por SERS que las bandas caracteristicas del principio
colorante no son propias de antocianinas, sin embargo, no lograron identificar la estructura
de dicho compuesto. Los andlisis realizados por Arberet y col. (2021) permiten refutar

completamente la teoria de que las antocianinas son las responsables del color del tinte.

De acuerdo con lo revisado sobre el pigmento, éste tiene un gran potencial en el
area de alimentos y como se pudo constatar en las investigaciones realizadas, éste podria
incorporarse, por ejemplo, a las tortillas, y ser consumidas por personas que padecen de
diabetes mellitus tipo Il, que es una de las principales enfermedades en la poblacion
mexicana, donde la tortilla es base de la alimentacion.
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