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Evaluacién de la actividad antioxidante de los exiractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de céncer

II. RESUMEN

El cdncer es un problema de salud puUblica y es la principal causa de muerte debida
a enfermedades no fransmisibles en tfodo el mundo. El cdncer de mama es la
primera causa de muerte por neoplasia maligna en la mujer, existen distintos
factores de riesgo como los reproductivos, genéticos, nutricionales, el consumo de
alcohol, exposicion a radiaciéon, fumar, edad, etc., varios de estos factores se
encuentran asociados al estrés oxidativo de las células y pueden ser tratados con
terapias antioxidantes.

Debido a la necesidad de seguir encontrando alternativas para el tfratamiento del
cdncer, se han buscado a través de los datos etnobotdnicos, plantas medicinales
que puedan tener alguna actividad antitumoral, para identificar posteriormente sus
sustancias activas.

Crotalaria retusa es una herbdcea originaria de Africa oriental distribuida en las
zonas tropicales de todo el mundo, es comUnmente usada como fertilizante
orgdnico por su fuerte accién contra nematodos, forraje, ornamental y en la
medicina popular se usa para tratar infecciones de la piel, infecciones en garganta,
analgésico para picaduras de escorpién, etc.

Ademdads de ser utilizada como planta medicinal Crofalaria retusa es conocida por su
alta toxicidad, lo que ha causado la muerte de distintas especies del ganado, este
hecho ha llevado a multiples investigaciones mediante las cuales ahora se sabe,
que el alcaloide monocrotalina es el responsable de la toxicidad de la planta; sin
embargo también se ha indicado la produccion de otros compuestos fitoquimicos
como flavonoides, saponinas y esteroides. Dentro de los ensayos con Crotalaria
retusa se han considerado técnicas de extraccion de la monocrotalina para poder
construir extractos no toxicos que lleven a la formulacion de nuevos farmacos.

Con base a esto, el objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la actividad
antioxidante de los extractos de Crotalaria retusa en un modelo in vivo de cdncer
de mama para valorar su potencial como agente antfioxidante administrando a
diferentes concentraciones el extracto durante 20 dias, evaluando la concentraciéon
de nifritos, la actividad enzimdtica de la catalasa y la concentracidon de
Malondialdehido (MDA) en plasma e higado de ratén.

Los resultados obtenidos demuestran que en condiciones experimentales los
exfractos acuosos e hidroalcohdlicos de Crotalaria retusa ejercen un efecto
antfioxidante disminuyendo la actividad de la catalasa, la concentraciéon de MDA y
nitritos en plasma sanguineo de ratones en los que se indujo cdncer de mama con el
reactivo 7,12-dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA).

Marmolejo Gutiérrez Clarisa Estefania Pagina 2
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III. MARCO TEORICO

3.1 Cancer

3.1.1 Definicion

El cdncer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial (Maldonado,
Jiménez, Guapillo, Ceballos y Méndez, 2010) durante el cual una célula normal
experimenta una serie progresiva de alteraciones que dan como resultado la
adquisicion de una capacidad proliferativa excesiva, que no se compensa con la
pérdida celular adecuada (Rundhaug vy Fischer, 2010), adquiere también la
capacidad de elaborar sustancias con actividad bioldgica nociva, expansion local,
potencial metastdsico, formacion de tumores y destruccion de tejidos adyacentes o
a distancia (Gonzdlez et al., 2007).

Estas alteraciones se suceden en etapas:

Iniciacion, producida por dano al ADN que conduce a mutaciones genéticas;
promocién, etapa en la que se presenta mayor proliferacion y alteracién del
comportamiento celular, y progresion que resulta en cambios genéticos como la
pérdida de heterocigosidad y amplificacion de genes (Fig. 1) (Rundhaug y Fischer,
2010), lo que finalmente llevara al proceso de metdstasis.

Iniciacion Promocion Progresion
Carcinogen tumor promoter
|
bk & bbb bk L
n‘%‘:‘:‘:‘:‘ -,Oﬁ-d
- ] e —
- - — < —— ~» metastasis

"
.

Fig. 1 Modelo de las etapas del proceso de carcinogénesis. Modificado de Rundhaug y Fischer, 2010

Cada etapa transcurre durante un largo periodo, es por esto que existe la
posibilidad de intervencion o modulacién de cada uno de estos pasos con agentes
quimiopreventivos (Serrano y Sudrez, 2014).

3.1.2 Caracteristicas

A medida que las células normales evolucionan progresivamente a un estado
neopldsico, adquieren una serie de caracteristicas especificas:

Alteraciones en las senales de crecimiento. Las células tumorales tienen la
capacidad de crecer sin estimulo externo, con senales propias de moléculas que
facilitan o promueven la proliferacién y disminuyen la muerte o apoptosis. Los
protooncogenes mutan, se convierten en oncogenes y codifican oncoproteinas que
facilitan y estimulan el crecimiento celular.

Marmolejo Gutiérrez Clarisa Estefania Pagina 3



Evaluacién de la actividad antioxidante de los exiractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de céncer

Pérdida de sensibilidad a las senales inhibidoras del crecimiento. El crecimiento vy
desarrollo normal dependen de una adecuada regulacién entre estimulo y freno de
la proliferaciéon celular. En la célula existen programas que regulan negativamente la
proliferacion celular que dependen de las acciones de los genes supresores de
tumores (Monzdén, Mora, Torres, Gutiérrez y Rubi, 2011).

Evasion de la apoptosis. La muerte celular, al igual que cualquier proceso
metabdlico, es un gran programa regulado por via genética que influye tanto en la
supervivencia de la célula como en el control de la proliferaciéon y la diferenciacion.
La alteracion de estimulos pro y antiapoptdticos llevan a la progresion tumoral. El
concepto de que la muerte celular programada por apoptosis sive como una
barrera natural para el desarrollo del cdncer ha sido establecido por estudios
funcionales convincentes llevados a cabo durante las dos Ultimas décadas.

Potencial replicativo ilimitado. Tras un numero fijo de divisiones, las células normales
se detienen en un estado terminal o de quiescencia conocido como senescencia
replicativa. Esta fase celular es determinada por el acortamiento de los teldbmeros en
cada divisién celular que se lleva a cabo hasta el punto en donde no se involucre
material genético que codifique para genes relacionados con el funcionamiento
celular. Cuando esto sucede se activa la apoptosis celular, Io que se denomina reloj
biologico. En el 90% de los tumores estudiados se ha detectado reactivacion y
aumento en la expresion de la telomerasa, lo que hace que la célula cancerigena
pueda replicarse de forma indefinida, éste es posiblemente el rasgo mas distintivo de
las células cancerosas, pues es necesario para generar fumores macroscopicos.

Angiogénesis. Similar al fejido normal, los tumores necesitan obfener nufrientes y
oxigeno, asi como eliminar desechos metabdlicos y didxido de carbono. La
neovasculatura asociada con el fumor da respuesta a estas necesidades. Por o
tanto, durante la progresion de la neoplasia hay un aumento en la formacién de
nuevos vasos mediante la produccidén de factores de crecimiento vasoendotelial
gue estimulan el crecimiento de los vasos sanguineos.

Los tumores no pueden aumentar su tamano mds de 1 6 2 mm de didmetro a menos
que estén vascularizados, por esto la angiogénesis es una condicion para el
crecimiento del fumory la metdstasis.

Invasion y metdstasis. La Ultima capacidad que adquieren las células tumorales es la
de salir del sitio de origen, migrar y establecerse en otros sitios para generar un nuevo
tumor.

El neo primario tiene una poblacion de células heterogéneas con distintas
alteraciones genéticas, estas células escapan de una masa primaria, entran en los
vasos sanguineos o linfaticos cercanos y producen un crecimiento secundario en un
sitio distante (Hanahan y Weinberg, 2011).

Se han definido las caracteristicas del cdncer como capacidades funcionales
adquiridas que permiten a las células cancerosas sobrevivir, proliferar y diseminarse.
Estas funciones se adquieren en diferentes tipos de tumores a través de distintos
mecanismos y en diversos momentos durante el curso de la tumorigénesis en sus
multiples etapas, sin embargo, se ha propuesto que otros atributos distintos de las
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células cancerosas son funcionalmente importantes para el desarrollo del céncer vy,
por lo tanto, podrian agregarse a la lista de caracteristicas principales (Fig. 2).

Estos atributos son particularmente convincentes. El primero implica una
reprogramacion del metabolismo de la energia celular con el fin de apoyar el
crecimiento y proliferacidon continuos, reemplazando el programa metabdlico que
opera en la mayoria de los tejidos normales. El segundo implica la evasidon activa por
las células cancerosas de ataque y eliminacion por las células inmunes, esta
capacidad pone en evidencia el papel dicotdmico del sistema inmunoldgico que
tanto antagoniza y mejora el desarrollo del tumor y su progresion (Hanahan vy
Weinberg, 2011).

Evasion de
Senalizaciéon supresores del
proliferativa crecimiento

Desregulacién de la
energia celular

Evasién de
destruccion
inmune

Resistencia a
la muerte
celular

Inmortalidad
replicativa

Inflamacién

Inestabilidad v del tumor

mutacion del

genoma
Induccién de Activacion,

angiogénesis invasion y

metdastasis

Fig. 2 Caracteristicas del cancer, incluyendo las dos caracteristicas emergentes (hombradas asi debido
a que no han sido validadas completamente). Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011

3.1.3 Epidemiologia

El cdncer es un problema de salud publica y es la principal causa de muerte debida
a enfermedades no fransmisibles en todo el mundo, tanto en los paises desarrollados
como en los paises en vias de desarrollo (Dornelles, Santos, Oliveira, Goldim y Ashton,
2015).

En 2012 se registraron alrededor de 14 millones de nuevos casos. En 2015, ocasiond
8,8 millones de defunciones. Casi una de cada seis defunciones en el mundo se
debe a esta enfermedad.

Cerca del 70% de las muertes por cancer se registran en paises de ingresos medios y
bajos. En 2015, sélo el 35% de los paises de ingresos bajos informaron que la sanidad
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publica contaba con servicios de patologia para atender a la poblacién en
general.

Mdas del 90% de los paises de ingresos altos ofrecen tratamiento a los enfermos
oncoldgicos, mientras que en los paises de ingresos bajos este porcentaje es inferior
al 30%.

Se prevé que el nUmero de nuevos casos aumente aproximadamente en un 70% en
los préximos 20 anos.

En 2013, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) puso en marcha el “Plan de
accion mundial para la prevencion y el control de las enfermedades no transmisibles
2013-2020", cuyo objetivo es reducir en un 25% la mortalidad prematura causada
por el cdncer, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y las enfermedades
respiratorias créonicas, de aqui a 2025 (OMS, 2017).

3.2 Cdncerde mama

3.2.1 Definicion

El término genérico cdncer de mama se refiere a la proliferaciéon neopldsica maligna
originada en el compartimiento epitelial ya sea de estructuras ductales o lobulares
de la gldndula mamaria, siendo mds comun, el carcinoma ductal (Lanari y Molinolo,
2003). El cdncer de mama afecta principalmente a mujeres, pero los hombres
también pueden padecerlo (ACS, 2014). Es el tipo mds frecuente de cdncer en las
mujeres y la segunda causa de muerte en este grupo de poblacidén en todo el
mundo (Dornelles et al., 2015).

3.2.2 Caracteristicas

El cAdncer de mama es una enfermedad clinicamente heterogénea en la que los
factores genéticos y ambientales contribuyen a su aparicion. En un pequeno
porcentaje de los casos existe una mutacidén germinal en un gen de predisposicidon
al cdncer de alta penetrancia, el cual es considerado un factor determinante para
la aparicion de la enfermedad. El cncer de mama esporddico, que no es causado
por una mutacién heredada de alta penetrancia representa mds del 90% de los
casos de cdncer de mama en todo el mundo (Dornelles et al., 2015).

Se caracteriza por un crecimiento incontrolado de las células que forman el tejido
mamario y la mayoria pertenecen al revestimiento interior de los ductos mamarios
(Serrano y Sudrez, 2014). Aproximadamente 10-15% de los pacientes con cdncer de
mama fienen una enfermedad agresiva y desarrollan metdstasis a distancia dentro
de los 3 anos después de la deteccion inicial del tumor primario. Sin embargo, la
manifestacion de metdstasis en sitios distantes 10 anos o mds después del
diagndstico inicial fampoco es inusual. En estos pacientes no es el tumor primario, si
no su metdstasis en sitios distantes lo que causa la muerte (Weigelt, Peterse y Veer,
2005).
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Este tipo de cdncer exhibe un amplio rango de fenotipos morfoldgicos y tipos
histolégicos especificos que tienen caracteristicas clinicas y prondsticos particulares
(Gonzdlez et al., 2007). La mayoria de los canceres de mama comienzan en ceélulas

gue revisten a los conductos o ductos y ofros pocos se originan en las células que
revisten a los lobulillos (ACS, 2014).

3.2.3 Anatomia y fisiologia de la glandula mamaria

La gldndula mamaria es una gldndula sudoripara apocrina modificada, encontrada
sélo en mamiferos. El desarrollo de esta gldndula es Unico, ya que las Ultimas etapas
de desarrollo ocurren en la mujer adulta sélo durante el embarazo. Con cada
embarazo hay proliferacion del tejido ductal, diferenciacion a acinos productores
de leche, secrecion de leche por las células acinares y, al final de la lactancia,
involucidon del componente secretor de la gldndula con preservacion de las
estructuras ductales (Sorenmo, Rasotto, Zappulli y Goldschmidt, 2011).

La mama estd formada por 10 6 20 secciones llamados I6bulos. Cada Iébulo estd
dividido en secciones mds pequenas llamadas lobulillos, que contienen a las
gldndulas productoras de leche, la leche fluye de los lobulilos al pezén por
pequenos tubos llamados ductos (Santaballa, 2015). El espacio entre los lobulillos y
los ductos contiene tejido adiposo y conectivo, vasos sanguineos y vasos linfaticos
gue van hacia los ganglios linfaticos, que tienen como funcién la proteccion,
atrapando bacterias, células fumorales y ofras sustancias nocivas (Fig. 3) (ACS, 2014).
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Fig. 3 Anatomia de la mama femenina normal. Modificado de Santaballa, 2015.
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Sistema linfatico del seno

Los ganglios linfaticos son pequenos grupos de tejido que contienen cierta clase de
células del sistema inmunoldégico. Se encuenfran conectados por vasos que
fransportan un liquido llamado linfa; estos drenan hacia los ganglios linfaticos
localizados debajo del brazo (ganglios axilares), los ganglios linfaticos alrededor de
la clavicula  (ganglios linfaticos  infraclaviculares 'y ganglios  linfaticos
supraclaviculares) y los ganglios linfaticos que se encuentran en el interior del térax y
cerca del esterndn (ganglios linfaticos mamarios internos) (Fig. 4) (ACS, 2014).

Ganglios linfaticos supraclaviculares

\ Clavicula
S

S @

Ganglios
“linfaticos
infraclaviculares

" Ganglios linfaticos axilares

~ Ganglios mamarios internos

Fig. 4 Ganglios linfaticos en relacion con la mama femenina. Modificado de ACS, 2014.

Una de las principales maneras de propagacion del cadncer de mama es a traves
del sistema linfdtico, pues las células se trasladan a los vasos linfaticos y comienzan a
crecer en los ganglios linfaticos (ACS, 2014).

3.2.4 Anatomia patolégica

El diagndstico del cdncer de mama inicia con un estudio para confirmar o descartar
la enfermedad. Iniciando con las pruebas de imagen, la mamografia, ecografia y
resonancia magnética nuclear, que al no ser pruebas 100% confiables se debe
hacer la confirmacién con una biopsia. La mamografia se ha acreditado como la
prueba de cribado mds efectiva. Los programas de cribado mediante mamografia
consiguen una disminucién en la mortalidad por cdncer de mama.

El diagndstico definitivo de cdncer de mama se realiza al observar las células
malignas bajo el microscopio a partir de la muestra de la biopsia. Los factores a
determinar son:
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Tamano tumoral

Tipo histologico: depende de las células de las que derive el tumor.

Grado histolégico: describe el grado de diferenciacion (maduracion) de las
células del tumor. Las que son mds diferenciadas (grado 1), son mds maduras y
menos agresivas en oposicion a las menos diferenciadas (grado lll).

Afectacion ganglionar: el nUmero de ganglios afectados es el factor prondstico
mdads importante, de forma que cuanto mayor es el nUmero de ganglios
afectados, mayor es el riesgo de recaida.

Receptores hormonales: el patdlogo analiza si las células del tumor presentan
receptores para dos tipos de hormonas, los estrogenos y la progesterona. Esto
tiene su interés por que su expresion confiere mejor prondstico y porque indican
que las pacientes que los tienen pueden responder a la terapia hormonal.

HER-2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano): es una
proteina que participa en el crecimiento de las células. Estd presente en células
normales y en la mayoria de los tumores, pero en un 15-20% de los tumores de
mama se encuentra en concentraciones elevadas y esto confiere al tumor
mayor agresividad (Santaballa, 2015).

3.2.5 Epidemiologia y factores de riesgo

El cdncer de mama es la primera causa de muerte por neoplasia maligna en la
muijer. El riesgo de cdncer de mama invasor se incrementa con la edad, como lo
reporta la Sociedad Americana del Cdancer, que el riesgo es de un caso por cada
206 mujeres (del nacimiento a los 39 anos de edad), de 1 en 27 (de los 40 a 59 anos),
de 1 en 29 (de los 60 a 69 anos) y de 1 en 15 (de los 70 anos en adelante) con un
riesgo global de 12.08% durante toda la vida (Robles, Ruvalcaba, Maffuz, Rodriguez,
2011).

La neoplasia mamaria se ha incrementado en incidencia y mortalidad en las
mujeres de la regidon de Latinoamérica. La OMS elabora una Estrategia Mundial de
Control del Cdancer, cuyo objetivo es reducir el niUmero de casos y sus factores de
riesgo, asi como mejorar la calidad de vida tanto de los pacientes como de sus
familiares, gracias a la planificacion y aplicaciéon de estrategias de prevencion y
control (Cuenca, Despaigne y Beltran, 2013).

En México el cdncer de mama es ahora causante, de un mayor nimero de muertes,
comparado con el cdncer cervicouterino, afectando a mujeres adultas de todas las
edades y niveles de ingreso siendo la segunda causa de muerte entre las mujeres
mexicanas adultas de 30 a 54 anos de edad (Knaul et al., 2009). En el ano 2010 se
registraron 5,113 defunciones, con una tasa de mortalidad de 10.1 fallecimientos por
100 mil mujeres, lo que hace un total de 13,648 nuevos casos (Robles et al., 2011).

En la poblacidn mexicana se identificd que el cdncer de mama aparece diez anos
antes en comparacién con lo reportado para mujeres europeas y anglosajonas,
pues la edad promedio a la aparicidon del cdncer de mama en Estados Unidos es de
60 anos, mientras que en México es a los 50 anos (Robles et al., 2011).
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Factores de riesgo

Los factores de riesgo establecidos para el cdncer de mama incluyen factores
reproductivos (menarquia temprana, nuliparidad, edad mayor de 30 anos en el
primer embarazo, uso de anticonceptivos hormonales de alta dosis, menopausia
tardia y terapia de reemplazo hormonal), aumento de la edad, alta densidad del
tejido mamario y una historia familiar de cdncer, especialmente cdncer de mama.
Factores nutricionales, actividad fisica, la historia y duracion de la lactancia
materna, la obesidad en la post-menopausia, fumar, consumo de alcohol,
exposicion a radiacion ionizante, etc. (Dornelles et al., 2015).

3.2.6 Terapias aplicadas

El diagndstico correcto del cdncer es esencial para poder prescribir un tratamiento
adecuado vy eficaz, porque cada tipo de cdncer requiere un protocolo especifico
que puede abarcar una o mds modalidades, tales como la cirugia, la radioterapia o
la quimioterapia (OMS, 2017).

Clasicamente en los estadios iniciales el tratamiento del cdncer de mama se
iniciaba con la cirugia y posteriormente se administraba el tratamiento sistémico vy la
radioterapia (tratamiento adyuvante). En la actualidad, se ofrece iniciar con el
tratamiento sistémico y posteriormente la cirugia y la radioterapia (tratamiento
neoadyuvante). En los estadios avanzados el tratamiento principal es sistémico,
aunque puede emplearse la cirugia o la radioterapia en situaciones concretas
(Santaballa, 2015).

En las mujeres con cdncer de mama que son menores de 50 anos de edad, la
quimioterapia aumenta su tasa de supervivencia a 15 anos en un 10%; En las mujeres
mayores el incremento es del 3% Sin embargo, la quimioterapia tiene una amplia
gama de efectos secundarios agudos y a largo plazo que afectan sustancialmente
la calidad de vida del paciente (Weigelt et al., 2005).

Las investigaciones han producido nuevas opciones terapéuticas, muchas de las
cuales tienen un costo elevado, por lo que la epidemia del cdncer de mama
representa un desafio para el financiamiento y la proteccion financiera del sistema
de salud, en particular para los paises en desarrollo (Knaul et al., 2009).

Actualmente se dispone de una gama de drogas quimioterapéuticas que debido a
la necesidad de seguir encontrando alternativas para el tfratamiento del cdncer, se
han buscado a través de los datos etnobotdnicos, plantas medicinales que puedan
tener alguna actividad antitumoral, para identificar posteriormente sus sustancias
activas (Arroyo, Prashad, Vdsquez, Li y Tomds, 2005).

3.3 Induccion experimental de cancer

El uso de modelos animales para el estudio de la carcinogénesis estd justificado
desde que los agentes quimicos se identificaron como los principales factores
desencadenantes del cdncer (Baldasquin, 2012).
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Los modelos de inducciéon del cadncer de mama mediante carcindgenos quimicos
en roedores es una de las formas mds utilizadas para estudiar la patogénesis del
cdncer de mama (Ruiz-Sanjudn, 2005).

Uno de los sistemas experimentales mds utilizados de carcinogénesis mamaria es la
induccion de tumores mMamarios por administracion de 7.12-
dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA). Este modelo experimental tiene fiabilidad en la
induccion tumoral, la especificidad de érgano y la aparicién de tumores de origen
ductal (Ruiz-Sanjudn, 2005).

El DMBA es un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP), relacionado con una clase
importante de los carcinbgenos ambientales, lipofiico que requiere activacion
metabdlica en epdxidos, y forma uniones con residuos de deoxiguanosina y
deoxiadenosina que conducen a la reparacion por escision, lo cual genera puntos
de mutacion de especificidad indefinida. Sin embargo, algunos autores afirman que
los tumores de mama inducidos por DMBA probablemente se originan por una
mutacion en el codon 61 del oncogén Ha-ras (Serrano y Sudrez, 2014). El DMBA es un
compuesto procarcindgeno que se convertird en metabolito activo después de ser
metabolizado por el citocromo P-450 y se unird covalentemente con el ADN
formando un aducto de ADN que a su vez puede desencadenar en la formacion de
tumores malignos (Wibowo, Sriningsih, Wuyung y Ranasasmita, 2010).

La susceptibilidad de la gldndula mamaria a la carcinogénesis inducida por DMBA
es fuertemente dependiente de la edad, esta es méxima cuando el carcinbgeno es
administrado a roedores hembra virgenes entre los 40 y 60 dias de edad, justo
después de la apertura vaginal y en los inicios de la maduracion sexual (Ruiz-
Sanjudn, 2005).

Dependiendo del modelo de administracion, el DMBA puede inducir diferentes tipos
de tumores, por ejemplo induce papilomas y carcinomas de células escamosas
cuando el DMBA se aplica directamente a la piel del ratdn; en ratas, la leucemia se
desarrolla cuando el DMBA es administrado via intravenosa; la administracién oral
dard lugar a tumores de cdncer de mama y cuando el DMBA se inyecte por via
subcutdnea en las extremidades, desarrollara fibrosarcomas con diversos grados de
diferenciacién (Samuelson, 2008).

3.4 Esirés oxidativo

El cuerpo humano mantiene un balance oxido-reduccién constante preservando el
equilibrio enfre la produccion de pro-oxidantes y los sistemas de defensa
anfioxidantes (Dorado, Rugerio y Rivas, 2003). Cuando este equilibrio se pierde con el
aumento de especies oxidantes y una capacidad antioxidante disminuida, se
genera un estado de estrés oxidativo (Mayor, 2010).

Desde el punto de vista quimico los radicales libres (RL) son todas aquellas especies
guimicas que en su estructura atdmica presentan uno o mds electrones
desapareados en el orbital externo (Venereo, 2002) esta configuracion espacial los
hace sumamente reactivos, inestables y capaces de danar a otras moléculas
(Dorado et al., 2003) ya que tienden a captar un electrén de otros dtomos con el fin
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de alcanzar su estabilidad electroquimica (Maldonado et al., 2010), siendo capaces
de reaccionar con multiples biomoléculas celulares (carbohidratos, lipidos, proteinas,
dcidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos) a través de su oxidacion
provocando un gran dano en ellas y en las membranas celulares (Criado y Moya,
2009).

Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita
(reduccidn), la molécula estable que lo pierde (oxidacion) se convierte a su vez en
un radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciando asi una
reaccion en cadena que causa dano oxidativo, desde las células hasta los tejidos
(Maldonado et. al., 2010).

3.4.1 Mecanismos de produccién de los radicales libres

A nivel celular los mecanismos de transformacion de los radicales libres son tres: por
transferencia electronica, en la que se produce la cesidn de un electrdn a una
molécula, por pérdida de un protdn de una molécula o por ruptura homolitica de un
enlace covalente de cualquier molécula, de manera que cada fragmento obtenido
conserva uno de los electrones apareados del enlace (Maldonado et. al., 2010).

Existen varias fuentes capaces de producir radicales libres a partir de sustancias
enddgenas y sustancias exdgenas (Valko, Rhodes, Moncol, Izakovic y Mazur, 2006).

Enddgenas

Las fuentes enddgenas potenciales incluyen la produccién de radicales libres
principalmente durante el metabolismo celular, que se lleva a cabo en la
mitocondria por las diversas reacciones redox realizadas por enzimas como la
NADHP oxidasa, lipoxigenasas, cicloxigenasas y peroxidasas, (Delgado, Betanzos y
Sumaya, 2010), existen ofras fuentes enddgenas de produccién de radicales libres en
menor grado como el reticulo endoplasmdatico, los microsomas, los peroxisomas, 10s
lisosomas, la membrana nuclear y citoplasmdtica, las oxidaciones microsmales, los
fagosomas, la autooxidacion, los neutrofilos, metabolismo del citocromo P-450, los
leucocitos polimorfonucleares (cuando se activan por diversas proteinas que actian
sobre ellos por ejemplo las interleucinas, particularmente durante los procesos
inflamatorios) y la enzima xantina deshidronasa, que se encuentran en los endotelios,
etc. (Mayor, 2010).

Exdgenas

Dentro de las fuentes exdgenas se encuentran factores como la contaminacioén
ambiental, la exposicidn a radiaciones ionizantes, el tabaco, los medicamentos, los
aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos como pesticidas,
herbicidas y fungicidas (Maldonado et. al., 2010).

3.4.2 Especies reactivas

Las especies reactivas se forman como productos del metabolismo de los radicales
libres, y aunque no todas son radicales libres, son moléculas oxidantes que se
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fransforman faciimente en radicales libres lo que les confiere la caracteristica de ser
compuestos muy daninos para las células.

Estas especies incluyen a las especies reactivas de oxigeno (ERO), las especies
reactivas de hierro (RIS), las especies reactivas de cobre (ERC), asi como a las
especies reactivas de nitrédgeno (ERN). Estas especies reactivas danan tanto al ADN
como a las proteinas transportadoras (Dorado et al., 2003).

3.4.3 Especiesreactivas de Oxigeno

De entre las especies reactivas, las especies reactivas de oxigeno (ERO) representan
la clase mds importante generadas en sistemas vivos (Valko et al., 2006).

Durante el proceso evolutivo, con la aparicion de los organismos fotosintéticos, se
dio un aumento en los niveles de oxigeno, permitiendo a los organismos desarrollar
los mecanismos necesarios para utilizar esta molécula como aceptor final de
electrones, lo que permitid a las células tener sistemas de produccién de energia
altamente eficientes a través de la oxidacién de la glucosa (Dorado et al., 2003).
Mediante la cadena transportadora de electrones para la produccion de energia el
O2 es reducido a agua fras aceptar cuatro electrones por el complejo citocromo-
oxidasa de la mitocondria. Normalmente, 2% del oxigeno es reducido de forma
incompleta, al aceptar un menor niUmero de electrones llevando asi a la formacion
de ERO (Fig. 5) (Sdnchez y Méndez, 2013).
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Fig. 5 La cadena transportadora de electrones mitocondrial es considerada la mayor fuente de
formacion de ERO. Modificado de Maldonado et al., 2010.

Las ERO engloban radicales libres como el anidn superdxido (O2), el anidn perdxido
(O22), el radical perhidroxilo (HO2) y el radical hidroxilo (¢OH) y compuestos no
radicales, tales como el peréxido de hidrogeno (H20:2), el oxigeno singulete (102), el
ozono (Os) y el dcido hipocloroso (HCIO).
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El primer radical libre que se forma por reduccion del oxigeno molecular es el anién
superdxido (Oz2), cuya toxicidad es moderada, éste por medio de una reaccién de
dismutacion catalizada por la enzima superdxido dismutasa (SOD), se convierte en
peroxido de hidréogeno (H202) (Vinas, Puig y Porta, 2012), que en presencia de
metales de transicion como el hierro (Fe), cobre (Cu), cobalto (Co) y niquel (Ni)
produce el radical hidroxilo (¢OH), mediante la reaccidn de Fenton y es considerado
la especie oxidante mds danina en los sistemas bioldgicos vy el principal responsable
del dano oxidativo (Delgado et al., 2010).

La capacidad prooxidante de cada especie estd determinada por factores como:
reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad. Por ejemplo, el radical
hidroxilo (*OH) reaccionard con cualquier molécula cercana, dada su elevada
reactividad y baja especificidad y especies menos reactivas como el anion
superoxido (Oz) reaccionan con menor eficacia pero de forma mucho mas
especifica y selectiva, afectando a enzimas como la xantino oxidasa y la aldehido
oxidasa (Maldonado et. al., 2010). El radical perhidroxilo (HO2), es mucho mas
reactivo frente a biomoléculas y es capaz de iniciar la peroxidacion lipidica
(Sdnchez y Méndez, 2013).

3.4.4 Especiesreactivas de Nitrogeno

Por ofra parte, el dano oxidativo puede agravarse o inhibirse por las especies
reactivas de nitrégeno (ERN) (Sdnchez y Méndez, 2013); Bajo condiciones hipdxicas,
la cadena respiratoria mitocondrial entra en estrés nitrosante produciendo éxido
nitico (*NO), que es el representante mds sobresaliente de las ERN ya que actua
como una importante molécula oxidante de senalizacién bioldgica en una gran
variedad de procesos fisiologicos, incluyendo neurotransmision, regulacion de la
presidn sanguinea, mecanismos de defensa, relajaciéon del musculo liso y regulacion
inmune pues los macréfagos producen dxido nitrico como parte de sus mecanismos
citotéxicos (Valko et al., 2005).

El estrés nitrosante conduce a reacciones de nitrosilacion que pueden alterar la
estructura de las proteinas y asi inhibir su funcidn normal. Dado que el dxido nitrico es
soluble tanto en medios acuosos como en lipidos se difunde faciimente a través del
citoplasma y de las membranas plasmdaticas y en el medio extracelular reacciona
con oxigeno y agua para formar los aniones nitrato y nitrito (Valko et al., 2005).

El 6xido nitrico puede generar otfras especies reactivas de nitrdgeno como: el cation
nitrosonium (NO*), anién nitroxilo (NO-), peroxinitrito (ONOO’) y el diéxido de
nitrégeno (NO2) (Maldonado et. al., 2010), que son capaces de inducir dano por si
solas o combinarse con las ERO, aumentando el dano oxidativo. Ademds estas ERN
pueden generar otfras especies reactivas como algunos aldehidos reactivos, el
Malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE), que inducen una excesiva
peroxidacion lipidica (Valko et al., 2005).
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3.4.5 Daios por estrés oxidativo

En la Ultima década ha habido un interés explosivo en el papel de los radicales libres
y las especies reactivas en la medicina experimental y clinica, pues se sabe que
desempenan un papel dual en los sistemas bioldgicos y en el desarrollo de
enfermedades, ya que pueden ser perjudiciales o beneficiosas para los sistemas
vivos (Valko et al., 2006).

Dentro de los efectos benéficos, los radicales libres se encuentran a bajas
concentraciones participando en numerosas funciones fisioldgicas que se controlan
por vias de senalizacion que obedecen a reacciones tipo redox (Criado y Moya,
2009), por ejemplo la defensa contra agentes infecciosos, regulacion del tono
vascular, participacién en la fagocitosis, regulacion de funciones que son
controladas por la concentracién de oxigeno, sintesis de coldgeno, sintesis de
prostaglandinas, activacion de enzimas de la membrana celular, disminucion de
sintesis de catecolaminas por las gladndulas suprarrenales, modifican la
biomembrana y favorecimiento de la quimiotaxis (Venereo, 2002).

En contra parte, a concentraciones elevadas los radicales libres tienen un efecto
danino causado por el estrés oxidativo en el que se afecta a una amplia variedad
de funciones fisioldgicas y participan en el desarrollo de enfermedades humanas de
tipo créonico degenerativas con impacto epidemiolégico (Sdnchez y Méndez, 2013).

La alteracion del balance entre pro-oxidantes y antioxidantes, puede tener diversos
grados de magnitud. En el estrés oxidativo leve, las defensas antioxidantes bastan
para restablecer dicho balance, pero en el estrés oxidativo grave se llega a graves
alteraciones en el metabolismo celular, como aumento en la concentracién de
calcio intracelular, descompartamentalizaciéon de iones de Fe*? y Cu*2 cataliticos,
dano a los fransportadores membranales de iones y constituyen un riesgo (Dorado et
al., 2003) especialmente para las biomoléculas, como dcidos nucleicos, proteinas y
lipidos, pues los radicales y las especies reactivas pueden reaccionar quimicamente
con ellas produciendo en milisegundos un dano celular que lleva al dano del tejidos
y eventualmente a la muerte celular (Delgado et al., 2010).

Efecto danino de los radicales libres sobre las macromoléculas:

Proteinas. Todos los aminodcidos presentes en las proteinas tfienen residuos
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el radical
hidroxilo. Esta oxidacién puede generar un cambio conformacional de la proteina y
como consecuencia la pérdida o modificaciéon de su funcidon bioldgica y la
desnaturalizacion de la proteina (Maldonado et. al., 2010). Al oxidarse aminodcidos
como fenilalaning, tirosina, histidina y metfionina se forman entrecruzamientos de
cadenas peptidicas, fragmentacién de la proteina y formacion de grupos carbonilos
que impiden el desarrollo normal de sus funciones (transportadores idnicos de
membranas, receptores y mensajeros celulares, enzimas que regulan el metabolismo
celular, etc.).

En las enzimas, puede impedir su actividad catalizadora y en los polisacdridos, cuya
funcion es estructural, ocasiona su despolimerizacion, o que da lugar a procesos
degenerativo (Criado y Moya, 2009).
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Acido desoxirribonucleico (ADN). En esta molécula, el dafo oxidativo producido
especificamente por el (*OH), conduce a modificaciones en la desoxirribosa,
provocando una liberaciéon de las bases nifrogenadas que se encuentran unidas a
este azUcar. Lo que produce el rompimiento de una o ambas cadenas ocasionando
deleciones que dan como resultado mutaciones, reordenamientos cromosémicos,
activacién o inactivacion de genes, que afectan incluso la biosintesis de cadenas
de ADN. Lo que tiene serias consecuencias en el desarrollo de carcinogénesis por
una parte o la pérdida de expresion por dano al gen especifico (Delgado et al.,
2010).

Lipidos. Es aqui donde se produce el mayor dano en un proceso que se conoce
como peroxidaciéon lipidica, pues los lipidos son especialmente susceptibles a
desarrollar procesos de oxidacion no controlados. La peroxidaciéon de lipidos (dcidos
grasos polinsaturados), inicia un deterioro acumulativo de las funciones
membranales y provoca disminucion en la fluidez, reduccion en el potencial
electroquimico y el aumento de la permeabilidad de la membrana (Fig. é) (Dorado
et al., 2003). Ademds se pierde la flexibilidad y las funciones secretoras, asi como la
pérdida de los gradientes idnicos a ambos lados de la membrana.

La peroxidacion lipidica, genera numerosos subproductos, entre ellos el MDA, cuya
determinacion en tejidos, plasma u orina es uno de los métodos para evaluar el
estrés oxidativo (Criado y Moya, 2009).

El MDA es capaz de perpetuar el dano oxidativo, ya que puede interaccionar con
otras macromoléculas, como las proteinas y el ADN, alterando tanto su estructura
como su funcionalidad. Por tanto, el MDA se forma como consecuencia del dano a
lipidos originado por el estrés oxidativo y a la vez es precursor de este tipo de dano a
otras macromoléculas de la célula, por lo que la elevaciéon de sus concentraciones
es ala vez consecuencia y causa del deterioro celular (Alvarado et al., 2005).

Radical libre Membrana celular

Dano en la membrana l
celular —

—
Mitocendrias 4 [ =59
z
Tnvasién da caleio v l’:;,z, Reticilo /
radicales libres a través l?;‘ < “endopldsmico
dela membrana B 74 :
Ca+!
\ 7 . g
W« 4 / \
\\ Daiio al DNA t )
~ porradicales 5 DNA
libres )4
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Fig. 6 El dano celular es provocado principalmente por la peroxidacion lipidica de la membrana,
permitiendo el paso de radicales libres y calcio, el cual provoca daio mitocondrial, liberando mas
radicales libres, lo cual provoca una reacciéon en cadena. Modificado de Maldonado et al., 2010.
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Este dano por estrés oxidativo puede ser reversible o irreversible dependiendo de
factores como el tiempo que dure el estrés, la efectividad de las defensas
antfioxidantes, la edad del organismo, el estado nutricional y factores genéticos que
codifican sistemas antioxidantes (Dorado et al.,, 2003), aunque generalmente es
ireversible.

3.4.6 Radicales libres, sistema inmune y cancer

En respuesta al cdncer, el sistema inmune posee diversos mecanismos que le
permiten reconocer y eliminar las células transformadas.

El sistema inmune de los mamiferos es una red intrincada y perfectamente regulada,
en la que participan varias poblaciones celulares (linfocitos Ty B, macréfagos y ofras
células) asi como moléculas solubles (citocinas). La interaccion de todos estos
elementos permite que se desarrolle una respuesta inmune eficaz contra tumores.

A pesar de que el sistema inmune es altamente eficiente en su respuesta contra el
cdncer, existen mecanismos generados por los propios tumores que les permiten
evadir dicha respuesta y desarrollarse en el organismo, ademds debe tomarse en
cuenta que las células inmunitarias tienen una gran tendencia a presentar un
elevado grado de estrés oxidativo (Barrera, Peralta y Madrid, 1995).

En el sistema inmune los radicales libres fungen como mediadores fisioldgicos en
contra de infecciones bacterianas. El O2 es el mediador del inicio del proceso
fagocitico, los fagocitos captan el oxigeno en forma acelerada, aproximadamente
cien veces mads rapido que en su estado no activado, a este fendmeno se le
conoce como estallido respiratorio que es empleado para eliminar patdgenos, y al
mismo tiempo produce algunos radicales libres, con enorme poder destructor, tales
como Oz, H202, *OH y HCIO (Maldonado et al., 2010). Los leucocitos necesitan
producir radicales libres y, consecuentemente, requieren valores Optimos de
antioxidantes que neutralicen el exceso de compuestos oxidantes, para mantener
un ambiente de cardcter reductor que les proteja frente al dano oxidativo (Alvarado
et al., 20095).

Otra especie reactiva que produce el sistema inmune junto con el anién superdxido
es el Oxido nitrico durante el estallido respiratorio desencadenado durante los
procesos inflamatorios. En estas condiciones, el dxido nitrico y el anidn superdxido
pueden reaccionar juntos para producir cantidades significativas de una molécula
mucho mds oxidativamente activa, el anidn peroxinitrito (ONOO-), que es un radicall
libre oxidante que puede causar la fragmentacién del ADN vy la oxidacion de los
lipidos (Valko et al., 2006).

Es por eso que las funciones de las células inmunitarias depende en gran medida del
equilibrio enfre oxidantes y antioxidantes debido a la gran cantidad de oxidantes
que producen para llevar a cabo muchas de sus funciones y al hecho de gastar
rdpidamente las defensas antioxidantes que poseen, en el desarrollo de sus
actividades.

Ademdas, las células inmunitarias son mds susceptibles al dano por el estrés oxidativo
que ofros tipos celulares, ya que contienen en sus membranas un elevado
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porcentaje de dcidos grasos poliinsaturados, hecho que favorece el proceso de
peroxidacion lipidica (Alvarado et al., 2005).

Actualmente se ha demostrado que las células inflamatorias que se infilfran en el
tejido tumoral producen grandes cantidades de ERO, incrementando el estrés
oxidativo en el microambiente tumoral (Vinas et al., 2012).

Por lo que el vinculo enfre la inflamacidn y cdncer sugerido por datos
epidemioldgicos y experimentales ha sido confirmado por terapias antiinflamatorias
gue muestran eficacia en la prevencioén y el fratamiento del cdncer (Reuter, Gupta,
Chaturvediy Aggarwal, 2011).

En la Ultima década, la manipulacion de genes implicados en la determinacion o
funciones efectoras de diversos tipos de células inmunitarias, junto con inhibidores
farmacolégicos de dichas células o sus funciones, ha mostrado que desempenan
papeles diversos y criticos en el fomento de la tumorigénesis. Tales estudios estdn
produciendo una lista creciente de moléculas de senalizacion liberadas por células
inflamatorias que sirven como promotoras de tumores.

Con esto se ha demostrado que las células inflamatorias infiltrantes de tumores
inducen y ayudan a mantener la angiogénesis tumoral, estimulan la proliferacion de
células cancerosas, facilitan, a través de su presencia en los mdargenes de tumores,
la invasion de tejidos y la diseminacion metastdsica y la siembra de células
cancerosas (Hanahan y Weinberg, 2011).

3.4.7 Papel de los radicales libres en el proceso carcinogénico

Conforme se ha ido profundizando en el conocimiento de los radicales libres, se ha
descubierto que el deterioro celular producido por el estrés oxidativo se encuentra
asociado a graves patologias cronico degenerativas en el ser humano (Delgado,
Betanzos y Sumaya, 2010).

Entre las mds destacadas estdn las cardiopatias, la diabetes y el cdncer.

Actualmente se acepta que la senalizacion celular redox estd implicada en la
regulacion de los procesos normales, en la progresidn de enfermedades, la
angiogénesis, el estrés oxidativo, el envejecimiento y el cdncer (Ralph, Rodriguez,
Neuzil, Saavedra y Moreno, 2010).

Distintos estudios experimentales han reportado mecanismos implicados en la
transformacion maligna celular inducida por radicales libres, se ha observado que la
deficiencia de enzimas antioxidantes desencadena alteraciones caracteristicas de
la transformacién celular (Sdnchez y Méndez, 2013), de igual forma se ha puesto de
manifiesto la interaccion entre la produccién de ERO vy el papel de las oncoproteinas
y supresores de tumores para promover la fransformacion de células malignas (Ralph
et al., 2010), asi como la estimulacion por parte de los radiales libres del crecimiento
de células musculares lisas (angiogénesis) (Elejalde, 2001).

La iniciaciéon y progresion del cdncer se han relacionado con el estrés oxidativo
mediante el aumento de las mutaciones del ADN o induccién de danos en el ADN,
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la inestabilidad por oxidacion del genoma vy la proliferacion celular (Reuter et al.,
2011).

La oxidacion de la guanina a 8-oxo-desoxi-guanosina (8-oxo-dG) induce errores en
la replicacion del ADN por parte de la polimerasa dependiente de ADN. Los
cambios conformacionales inducidos por la guanina oxidada parecen ser los
responsables del apareamiento de bases nucleotidicas no complementarias, al
permitir el establecimiento de puentes de hidrogeno con adenina (A) y timina (T).
Posiblemente, la transicion mutagénica G-C a A-T sea la lesion mas frecuente en
términos oxidantes.

Entre los cambios metabdlicos observados en las células tumorales, destaca el
aumento de la produccion de perdxido de hidrégeno, radical que juega un papel
crucial como segundo mensajero en la transduccién de senales para la activacion,
diferenciaciéon vy proliferacion celular, ademds de que las células presentan una
disminucion significativa de sistemas antioxidantes, lo que las hace susceptibles a
presentar una o mads alteraciones moleculares en genes supresores de tumores, lo
cual conlleva a la proliferacion y diseminacién de células malignas durante el
proceso carcinogénico (Maldonado et al., 2010).

En los carcinomas de mama, se ha informado que el 8-oxo-dG aumenta de 8 a 17
veces en los tumores primarios de mama en comparacion con el tejido mamario
sano (Reuter et al., 2011).

3.5 Mecanismos antioxidantes

Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres y las especies reactivas, la
célula cuenta con mecanismos de defensa capaces de neutralizar los productos
toxicos de estas moléculas (S&nchez y Méndez, 2013). Estos mecanismos son
denominados antioxidantes, que son moléculas que poseen una afinidad mayor
gue cualguier otra molécula para reaccionar con un RL cediéndoles un electrén,
oxiddndose y transformdndose en un radical libre débil no téxico (Criado y Moya,
2009), estabilizando y neutralizando los efectos daninos de los radicales (Delgado et
al., 2010).

Los antioxidantes pueden reaccionar de diferentes formas: disminuyen la
concentraciéon de oxidantes, evitan la iniciacion de la reaccidn en cadena al
“barrer” (cubrir o detener una reactividad quimica muy alta), a los primeros
radicales libres que se forman, unen los iones metdlicos para evitar la formacién de
especies reactivas, transforman los perdxidos en productos menos reactivos,
detienen la propagacion y el aumento de radicales libres (Dorado et al., 2003).

La accidon del antfioxidante es de sacrificio de su propia integridad molecular para
evitar alteraciones de moléculas como lipidos, proteinas y ADN funcionalmente
vitales o mds importantes, reaccionando tanto en medios hidrofilicos como
hidrofébicos (Venereo, 2002).

Estos sistemas antfioxidantes disminuyen con la edad, en ciertos procesos patoldégicos
y bajo condiciones ambientales como la contaminacién atmosférica (Dorado et al.,
2003).
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3.5.1 Clasificacion del sistema de defensa antioxidante

Esencialmente los antioxidantes se dividen en dos grandes grupos: enzimdaticos y no
enzimaticos.

Entre los enzimdticos se encuentran las catalasas, superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glucosa-é-fosfato deshidrogenasa, NADPH-quinona oxidorreductasa,
epdxido hidrolasa, entre otras y constituyen la primera linea de defensa celular
frente al dano oxidante proporcionando una funcién protectora frente a los
oxidantes bioldgicos, disminuyendo la concentracion intracelular de radicales libres
(Maldonado et. al., 2010).

Entre los no enzimaticos se encuentran carotenoides como las vitaminas A, C, E, ac.
urico, flavonoides, transferrina, lactoferrina, glicina, taurina, ubiquinol, bilirrubina vy el
tripéptido glutation, fenoles etc., constituyendo la segunda linea de defensa,
actuando como secuestradores o rastrillos (radical scavengers) de radicales libres
residuales que no hayan podido ser neutralizados por las enzimas anfioxidantes
(Elejalde, 2001).

Otra clasificacion que se les suele dar a los antioxidantes es en enddgenos y
exdgenos, siendo enddgenos los fabricados por la propia célula y exdgenos los que
ingresan al organismo a través de la dieta o suplementos con formulaciones
anfioxidantes (Mayor, 2010).

3.5.2 Catalasa

La catalasa es un antfioxidante enzimdtico que presenta dos funciones
fundamentales, catalitica y peroxidativa. Actia en presencia de altas
concentraciones de perdxido de hidrogeno catalizando la conversidon de éste en
oxigeno y agua evitando que se forme el radical hidroxilo y el oxigeno singulete (ERO
muy reactivas). Tiene una amplia distribucidon en el organismo humano, alta
concentracién en higado y rindn, baja concentraciéon en tejido conectivo y epitelios
y précticamente nula en tejido nervioso; se localiza a nivel celular en mitocondrias,
peroxisomas y citosol (eritrocitos) (Venereo, 2002).

Se han identificado tres grupos de catalasas: i) las catalasas monofuncionales, que
contienen hemo, estdn presentes tanto en los organismos procariotas como en los
eucariotas y en la mayoria de los organismo aerobios, ii) las Mn-catalasas, que son
enzimas hexaméricas que no tienen hemo, tienen Mn en el sitio activo y sélo estdn
presentes en algunos organismos procariotas anaerobios vy i) las catalasas-
peroxidasas, que fienen actividad de catalasa y de peroxidasa, confienen hemo y
solo estan presentes en las bacterias y los hongos.

En el hombre, la catalasa protege la hemoglobina del peréxido de hidrégeno que
se genera en los eritrocitos. También tiene un papel de proteccion en la inflamacion,
en la prevencidn de mutaciones, evita el envejecimiento y cierto tipo de cancer.

Mecanismo de reaccidén

En la reaccion de la catalasa ocurre la fransferencia de dos electrones entfre dos
moléculas de perdxido de hidrégeno en la cual una funciona como donador y ofra
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como aceptor de electrones. El mecanismo de reaccion se lleva a cabo en dos
pasos. En el primero la catalasa se oxida por una molécula de perdxido formando un
intermediario llamado compuesto |. El compuesto | se caracteriza por tener un grupo
ferroxilo con Fe-lV y un radical catidnico de porfirina. En esta reaccion se produce
una molécula de agua (Reaccidon 1). En el segundo paso de la reaccion, el
compuesto | es reducido por otra molécula de perdxido regresando la catalasa a su
estado inicial y produciendo agua y Oz (Reaccion 2) (Diaz, 2003).

Enz (Por-Fe-lll) + H202 — Compuesto | (Por+e-Fe-IV-O) + H2O (Reaccion 1)
Compuesto | (Por+e-Fe-IV-O) + H2O2 — Enz (Por-Fe-lll) + H20 + O2 (Reaccion 2)

3.5.3 Terapia antioxidante

Los avances en el estudio de los radicales libres, estrés oxidativo y su participacién en
el desarrollo de enfermedades, han permitido identificar sus mecanismos de accidn;
asi como el de moléculas con capacidad de inhibir o modular sus efectos en la
célula. Se ha propuesto que una dieta rica en antioxidantes puede prevenir o
disminuir el deterioro celular y funcional del organismo, generado por el exceso de
estrés oxidativo (S&nchez y Méndez, 2013).

En la actualidad, existe un marcado interés a nivel mundial por la identificacién de
compuestos antioxidantes en las plantas, las cuales constituyen farmacos
potenciales de uso en la medicina preventiva.

Entre las enfermedades con potencialidades para ser tratadas con plantas
medicinales se encuentra un grupo numeroso de patologias asociadas al estrés
oxidativo, tales como: trastornos cardiovasculares y gastrointestinales, procesos
inflamatorios, enfermedades neurodegenerativas, desérdenes de la fertilidad,
diabetes y cancer, entre otras (Diaz et al., 2010).

Existen multiples evidencias epidemioldgicas que demuestran la correlacion inversa
entre la ingesta de antioxidantes y el riesgo de adquirir diversos tipos de cdncer e
incidencia tumoral.

La alimentacién es de vital importancia para proveer de antfioxidantes a nuestro
organismo, especialmente cuando las condiciones de vida del individuo han
disminuido el potencial de sus sistemas de defensas. Se ha podido establecer que la
dieta humana contiene, ademds de los macro y micro nutrientes, una serie de
compuestos no nutrientes bioactivos, de origen vegetal, que pueden ser importantes
para la salud, conocidos como fitoquimicos o metabolitos secundarios (Mayor,
2010).

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos fendlicos y de tener potente
actividad antioxidante (Criado y Moya ,2009).

Las flavonas y flavonoles, son flavonoides que contienen en su estructura quimica
grupos OH en los carbonos 3 y 5 de los anillos fendlicos A 'y C necesarios para ejercer
el mdaximo potencial antfioxidante (Ojito, Herrera, Vega y Portal, 2012).
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Estudios preclinicos han demostrado que algunos antioxidantes pueden proteger a
las células de los efectos nocivos de la quimioterapia y la radioterapia, y por lo tanto
disminuir la toxicidad secundaria de estos fratamientos, estimando que el 50% de los
pacientes con cancer ingieren algun suplemento nutricional o vitaminas (Vinas et al.,
2012).

3.6 Etnobotdnica

Se sabe que la alimentacion a base de plantas contiene cantidades significativas
de compuestos bioactivos que proporcionan beneficios de salud mds que
deseables y nutricidon a gran escala (Gandhi, Mahajan y Bedi, 2015).

Desde la antigledad las plantas medicinales son bien conocidas como fuentes
naturales para el tfratamiento de diversas enfermedades (Maregesi et al., 2008). La
OMS informé que el 80% de las poblaciones del mundo creen principalmente en la
medicina tradicional y que la mayoria de las terapias implican el uso de plantas o de
sus componentes activos y mas del 25% de los medicamentos modernos que se usan
en todo el mundo, contiene compuestos extraidos de plantas medicinales (Gandhi,
Mahajan y Bedi, 2015). Son aproximadamente 20,000 las especies de plantas que se
utilizan con fines medicinales segin la OMS. Ademds, los productos naturales, ya
sean compuestos puros 0 como extractos estandarizados de plantas, proporcionan
oportunidades ilimitadas para nuevas derivaciones de farmacos debido a la
inigualable disponibilidad de compuestos quimicos (Maregesi et al., 2008).

A pesar de esto, y de que muchas drogas sintéticas son potencialmente téxicas y no
estdn exentas de efectos secundarios, son pocas las plantas documentadas a través
de estudios etnofarmacoldgicos, pues se ha hecho poco trabajo en el cribado de
estas plantas para probar los usos medicinales descritos por los curanderos
tradicionales.

Durante las entrevistas con los curanderos o informantes tradicionales, es
relativamente fdcil correlacionar las plantas con algun efecto medicinal, siendo
principalmente infecciones bacterianas, fungicas o virales (Maregesi et al., 2008). Por
lo que las plantas no dejan de ser importantes en el descubrimiento de nuevos
farmacos, proveedoras de farmacos semisintéticos o sintéticos que se usan para
diversas dolencias (Guerra et al., 2009).

El valor medicinal de las plantas radica en los sitios quimicos que producen una
accién fisioldgica definida sobre el cuerpo humano. Los mds importantes de estos
compuestos bioactivos de plantas son alcaloides, flavonoides y compuestos
fendlicos (Nagaraju, Srinivas y Sandeep, 2012). El componente activo es diferente de
una planta a otra, debido a su biodiversidad, y producen una accién farmacoldgica
definida sobre el cuerpo humano que desarrolla interés por su importancia medicinal
(Gandhi, Mahajan y Bedi, 2015).

La investigacion fitoquimica basada en la informacion etnobotdnica se considera
generalmente con un enfoque eficaz para el descubrimiento de nuevos agentes
antiinfecciosos (Nagaraju et al., 2012). Esta restauracion del uso de hierbas
medicinales fradicionales ha renovado el interés de las companias farmacéuticas
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dispuestas a invertir en el desarrollo de productos a base de plantas o extraidas de
las plantas (Gandhi, Mahajan y Bedi, 2015).

3.7 Metabolitos secundarios

Para poder vivir, crecer y reproducirse los organismos necesitan tfransformar una gran
variedad de compuestos orgdnicos. El conjunto de reacciones especificas mediante
el cual un organismo fabrica sus propias sustancias y mantiene la vida se conoce
como metabolismo (Gutiérrez y Estévez, 2009). Las células realizan procesos
metabdlicos comunes que conducen a la formacidn de compuestos como
azUcares simples, aminodcidos, nucledtidos, dcidos grasos, asi como de polimeros
derivados de estos compuestos (polisacdridos, proteinas, dcidos nucleicos y lipidos,
entfre otros), que son esenciales para la vida celular y en general para el desarrollo
del organismo. El conjunto de estos procesos forman el metabolismo primario, y a sus
derivados se les denomina metabolitos primarios (Méndez, Zanudo, Castruita, Meza y
Gomez, 2014).

Pero a diferencia de algunos organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de su energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas orgdnicas que no parecen tener una funcidon directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, tfransporte de solutos,
sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, denominado metabolismo secundario
(Avalos y Pérez, 2009).

Los metabolitos secundarios, sin ser esenciales para la supervivencia de células
individuales, tienen un papel importante en la vida y supervivencia del organismo en
su entorno ecoldégico (Palacios, Burtin y Leech, 2004), pues participan en todo tipo
de interacciones bidticas y abidticas con el medio ambiente, predominando la
defensa contra herbivoros y patdégenos (Reimann, Nurhayati, Backenkdhler y Ober,
2004), y algunos ofros estdn relacionados probablemente con la fuente de reserva
para la biosintesis de compuestos enddgenos (Garcia, 2004)2.

Presentan una distribucion restringida en el reino vegetal, pues se encuentran
tipicamente en sélo una especie o un grupo de plantas taxondmicamente
relacionadas, por lo que muchos de ellos se consideran marcadores taxondmicos de
familias y géneros (Garcia, 2004)!, ademds de esto se acumulan en &rganos
especificos de la planta, en distintas etapas del desarrollo, en una exposicién a un
estrés especifico, o en una zona agro-geo-climdtica particular y produciéndose en
pequenas cantidades (Gandhi et al., 2015)

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del
metabolismo primario del carbono tales como la glicalisis, ruta del dcido shiquimico,
ruta del dcido maldnico, ruta del dcido mevaldnico y ruta del metileritritol fosfato
(Méndez et al., 2014), ademds de reacciones enzimdticas como hidroxilaciones,
metilaciones, acetilaciones y glicosilaciones (Palacios et al., 2004).

Pueden agruparse en cuafro clases principales, Terpenos (entre los que se
encuentran hormonas esteroideas, pigmentos o aceites esenciales), Compuestos
fendlicos (cumarinas, flavonoides, lignina y taninos), Glicésidos (saponinas, glicosidos
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cardiacos, glicésidos cianogénicos y glucosinolatos) y Alcaloides (Avalos y Pérez,
2009).

Debido a la presencia de estos compuestos en las células vegetales, las plantas son
usadas como fuente de productos de importancia comercial, usdndolos en la
industria alimenticia, cosmética, agroquimica y farmacéutica (Naivy y Jiménez,
2011), donde pueden ser Utiles por su accion directa como agentes terapéuticos,
pueden servir como modelos para la preparacién de sustancias bioactivas y como
materia prima para la sintesis de nuevos fdrmacos, debido a que son capaces de
inferactuar con diversas moléculas dentro de la célula y realizar acciones Utiles para
la salud en procesos patoldgicos (Gutiérrez y Estévez, 2009).

3.7.1 Alcaloides

Los alcaloides son un amplio grupo de compuestos orgdnicos (Granados, Ruiz y
Barrera, 2008) con alrededor de 15,000 metabolitos secundarios (Méndez et al., 2014)
de origen natural, (mayoritariamente vegetal) con propiedades alcalinas, siendo
casi siempre incoloros y normalmente sélidos a temperatura ambiente (Arango,
2008). En su estructura contienen un anillo heterociclico con un dtomo de nitrogeno
(Jin, Jico, Xiu, Min vy Yi, 2012), aunque existen algunos compuestos nitrogenados
alifagticos (no ciclicos) como por ejemplo la mezcalina o colchicina (Méndez et al.,
2014).

En general, los alcaloides son moléculas relativamente pequenas (Granados et al.,
2008) que se sintetizan a partir de aminodcidos, tales como triptéfano, firosina,
fenilalaninag, lisina, arginina y ornitina, solos o combinados con terpenoides; también
se pueden derivar de purinas y del acetato de los policétidos (Sepulveda, Porta y
Rocha, 2003).

En cuanto a su estado natural los alcaloides son esencialmente sustancias presentes
en todos los érganos de la planta, pueden encontrarse mayoritariamente en hojas,
flores, frutos, semilla, corteza, y raiz (Arango, 2008). Tienen una amplia distribucion en
el reino vegetal y existen principalmente en plantas superiores (Jin et al., 2012),
encontrdndolos aproximadamente en el 20% de las plantas vasculares (Méndez et
al., 2014), pero son altamente especificos para las especies de plantas o grupo de
especies en las que se encuentran (Granados et al., 2008).

La diversidad estructural y la variedad en la actividad bioldgica, de los alcaloides,
hacen que sea uno de los grupos, mds importantes entre las sustancias naturales de
interés terapéutico (Arango, 2008).

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y psicoldgicas (Méndez et
al., 2014) debido a sus importantes actividades bioldgicas, como la accion de alivio
de efedrina para el asma, la accidon analgésica de la morfina (Jin et al., 2012), la
actividad antioxidante de las betacianinas (Sepulveda et al., 2003), y los efectos
anticancerigenos de la vinblastina. De hecho, los alcaloides estdn entre los
componentes activos mds importantes en las plantas y algunos de estos compuestos
ya se han desarrollado con éxito en fdrmacos quimioterapéuticos (Jin et al., 2012).
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Alcaloide Monocrotalina

Entre el género Crotalaria, la Crotalaria retusa muestra altos niveles de un metabolito
toxico, el alcaloide de pirrolizidina monocrotalina (MCT) (Pitanga et al., 2011) que
causa efectos hepatotdxicos en animales y en el hombre (Ribeiro et al., 2012). Dado
gue presentan efectos antinutritivos sobre insectos herbivoros, se considera que este
alcaloide es parte de las estrategias defensivas de las especies vegetales que los
producen (ELIKA, 2013).

Se postula que para realizar su efecto téxico, los alcaloides de pirrolizidina necesitan
ser bioactivados por el sistema enzimdtico del citocromo P-450 presentes
principalmente en el higado, los pulmones y el cerebro produciendo la generacion
de intermediarios pirrolicos electrofilicos como la deshidropirrolizidina (DHPA).

Aunque el MCT se reconoce principalmente por sus efectos hepatotdxicos vy
neumotdxicos in vivo algunas pruebas sugieren que también puede tener efectos
neurotoxicos. Estudios mds recientes demuestran que este alcaloide posee una
extensa propiedad genotoxica en células gliales. El citocromo P-450 ha sido
identificado en el cerebro de muchas especies como roedores, ganado vacuno,
cerdos, caballos y en el cerebro de humanos (Pitanga et al., 2011).

La molécula del alcaloide de pirrolizidina (AP) comprende un heterociclo
pirrolizidinico, con un grupo metilo y un sustituyente hidroxilo (necina). Existen 4 bases
necinas bdsicas: platinecina, retronecina, heliotridina y ofonecina (Fig. 7). Los
alcaloides bdsicos parece ser que se acumulan mds en las semillas mientas que los
N-Oxidos se concentrarian en las partes verdes de las plantas (ELIKA, 2013). Pero en
general son las semillas las que confienen concentfraciones mds altas de
monocrotalina que otras partes de la planta (Riet, Carvalho, Dantas y Medeiros,
2011).

Efectos en el ser humano

Tras la ingesta, los AP se absorben rdpidamente en el tracto gastrointestinal. Después
de la absorcién, los AP se transforman, en un primer paso, en el higado v,
probablemente, después en los enterocitos del intestino delgado.

El principal efecto de la exposicion a los AP en humanos se ha observado que es la
denominada enfermedad veno-oclusiva hepdtica primaria.

La informacién epidemioldgica disponible no indica un aumento del riesgo de
cdancer en las poblaciones expuestas a los AP (ELIKA, 2013).

Los alcaloides de pirrolizidina especialmente, ademds de causar toxicidad, tienen
propiedades medicinales.

Estos alcaloides fienen una actividad antitumoral. En algunos paises se utilizan
ampliamente especies del género Crotalaria para la preparacion de muchos
remedios de herbolario, infusiones o cocimientos (Beyra, Herrera y Junco, 1995).

La deshidromonocrotalina parece estar destoxificada por conjugacion con glutation
(GSH). La deshidromonocrotalina inhibe la actividad del complejo 1 de la cadena
respiratoriac NADH oxidasa. El mecanismo probable es un cambio en la
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conformacion del complejo | resultante de la modificacion de los grupos tiol cisteina
por el metabolito (Ribeiro et al., 2012).

En el futuro, la investigacion toxicoldgica basada en la estructura, proporcionard
informaciéon para disenar farmacos potentes con menos toxicidad. La elucidacion
estructural de los alcaloides de pirrolizidina téxicos proporciona la base para la
estructura basada en estudios toxicoldgicos y su modelado en el diseno de
farmacos contra diversas enfermedades potentes ademds de la estimaciéon de
formulaciones farmacéuticas (Nakka, Veerendra y Nagaraju, 2013).

La técnica de extraccion por ulirasonido de la monocrotalina ha demostrado ser
alfamente eficaz en la preparacion de extractos de Crotalaria retusa con fines
terapéuticos (Guerra et al., 2009).
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Fig. 7 Estructura quimica de monocrotalina.

3.7.2 Flavonoides

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es “amarillo”,
constituyen la subclase de polifenoles mds abundante dentro del reino vegetal
(Quinones et a., 2012), forman un grupo de alrededor de 3,000 compuestos fendlicos
que tienen una estructura quimica similar (Méndez et al., 2014) son responsables del
buen funcionamiento de las plantas, protegiéndolas de radiaciones ultravioletas y
de microorganismos fitopatdgenos (Soto, 2015), son pigmentos vegetales (Bonilla,
Varén y Garzén, 2014). Se oxidan fdciimente, por lo que constituyen potentes
antioxidantes (Ojito et al., 2012) y sus beneficios para la salud humana han sido bien
reconocidos en varios estudios (Soto, 2015).

Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comuin de
difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a
través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Fig. 8) (Martinez, Gonzdlez, Culebras y
Tundn, 2002). Dependiendo del grado de oxidacién y de sustitucion del anillo pirano
central pueden subdividirse en flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, flavanos
y antocianinas. El anillo pirano puede ser abierto (chalconas) y reciclado en un anillo
furano (auronas) (Bonilla et al., 2014). Suelen enconfrarse bajo la forma de glicosidos
con una o fres unidades de azUcar, generalmente en los carbonos 3 y/o 7, siendo los
azUcares mds comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa, es
frecuente que diferentes azicares se hallen unidos a una misma aglicona y en
diferentes posiciones lo que hace mayor el nUmero de glicésidos conocidos (Ruiz-
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Reyes, Venegas, Chdvez y Eustaquio, 2010). La parte sin azicares de la molécula
flavonoide se llama aglicona (Martinez et al., 2002).

Estos compuestos se encuentran en todas las plantas superiores, tanto en
angiospermas como gimnospermas, acumuldndose normalmente en las hojas
(Bonilla et al., 2014).

Los efectos bioldgicos documentados de los flavonoides incluyen efectos
anfiinflamatorios, antialérgicos, antimicrobianos, inmunomoduladores,
hepatoprotectores, antivirales, antifrombdticos, cardioprotectores, reforzadores
capilares, antidiabéticos, anticancerigenos, y antineopldsicos, entre otros (Chithan
et al., 2005).

La actividad antioxidante se asocia con sus caracteristicas estructurales. Las
estructuras que poseen grupos hidroxilos en las posiciones 3' y 4’ del anillo By OH en
C-3 e insaturacion del anillo C, permiten estructuras mesoméricas estables con
capacidad eficiente de captura de radicales libres, requisito para una mdxima
capacidad antioxidante (Barron, Garcia, Soto, Colinas y Kite, 2011).

Fig. 8 Estructura general de un Flavonoide.

3.7.3 Glicésidos cardiotonicos

Los glicésidos cardiotdnicos son sustancias constituidas de una porcién esteroide,
una porcion glicosidica y un anillo de Y-lactona-a,B-insafurada o &-lactona-a,B-
insaturada, que actian sobre el musculo cardiaco y por tanto se utilizan como
medicamentos confra la insuficiencia cardiaca. Se conocen entonces segun el
anillo lacténico dos grandes clases de cardioténicos: Los cardenolidos, con anillo de
Y-lactona, y los bufanolidos o escilanolidos, con anillo de é-lactona.

Los cardioténicos naturales en su gran mayoria, poseen: un anillo lacténico a,B-
insaturado en posicidon 17, un grupo hidroxilo en posicidén 14, configuracion cis entre
los anillos A/B y C/D, el grupo metilo 19 algunas veces oxidado hasta alcohol o
aldehido, 1 a 4 unidades de carbohidrato ligadas al oxigeno del carbono 3
(Martinez, 2002), los carbohidratos ligados son principalmente glucosa vy
desoxiazUcares como ramnosa, digitalosa, etc. (Fig. 9) (Amaringo, Hormaza y Arias,
2011). Los desoxiazUcares son una caracteristica importante de los glicosidos
cardiotdnicos, ya que esta clase de carbohidratos se encuentra prdcticamente
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restringida a estas sustancias naturales. Ademds, se ha observado que la presencia
de azucares ligados y el nUmero de hidroxilos tienen capacidad en aumentar la
actividad farmacoldgica. Su distribucion natural es principalmente en las hojas de las
especies vegetales (Martinez, 2002).

El uso con fines medicinales de los glicosidos cardiacos se informd por primera vez en
los textos antiguos hace mds de 1500 anos. Se han utilizado tradicionalmente como
venenos de flechas, abortivos, eméticos, diuréticos y ténicos cardiacos, siendo esta
Ultima la actividad farmacoldégica a la que se asocian mds comunmente, y después
de 200 anos, los compuestos tales como digitalis y digoxina son todavia prescritos
por los doctores occidentales para el control de la insuficiencia cardiaca
congestiva.

Actualmente se estd dando a conocer el papel emergente de estos compuestos en
la prevenciéon y/o el tratamiento de enfermedades proliferativas tales como el
cdncer, representando una forma prometedora de quimioterapia de cdncer
dirigida (Newman, Yang, Pawlus y Block, 2008).
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Fig. 9 Estructura general de un Glucésido cardioténico y carbohidratos principalmente ligados al
carbono 3.

3.7.4 Esteroides

Los Esteroides son metabolitos secundarios que poseen una estructura bdsica de
cuatro anillos, con 17 dtomos de carbono, tres anillos hexano y un anillo pentano
(Cheirif, Sdez y Lammoglia, 2015), denominado ciclopentano perhidro fenantreno
(Fig. 10) (Ruiz-Reyes et al., 2010).

En la naturaleza, ningun esteroide posee el nlcleo simple  del
ciclopentanoperhidrofenatreno, el esteroide mds simple que se conoce, presenta 18
dtomos de carbono, que corresponde al nicleo de estrano (Ruiz-Reyes et al., 2010).
Se conoce dentro de sus actividades farmacoldégicas que algunos esteroides
bloguean la accidon del estrégeno en la promocién de cdncer de seno (Hinojosa et
al., 2013).

El ciclopentanoperhidrofenatreno, se puede modificar con multiples procesos, como
halogenizacidon, metilacion, acetilacién o esterificacion, para mejorar su efectividad
y disminuir sus efectos secundarios. La halogenizacién consiste en anadir un dtomo
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de cloro o flUor en la posicion Cé 6 C9 del anillo bdsico, produciendo asi efectos
anfiinflamatorios en la piel (Cheirif, et al., 2015),

12 -
11
4 d 16
2 8 15
3 5 7
a 6

Fig. 10 Estructura general de un Esteroide

3.7.5 Polifenoles

Los compuestos fendlicos son compuestos derivados de complejas rutas metabdlicas
de origen mixto (shikimico-acetato y acetato-mevalonato), de reacciones
enzimdticas como hidroxilaciones, metilaciones, acetilaciones y glicosilaciones
(Sotelo, Casas y Camelo, 2010). La biosintesis de los polifenoles mediante la ruta del
dcido shikimico proporciona la sintesis de los aminodcidos aromdaticos (fenilalanina o
tirosina), y la sintesis de los dcidos cindmicos y sus derivados (fenoles sencillos, dcidos
fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano). La ruta de los
poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas (Quinones et al., 2012).

Los polifenoles se encuentran presentes en todas las plantas vasculares (Munin y
Edwards, 2011). Su contenido varia de acuerdo con la especie, la variedad, el tipo
de cultivo, el estado de maduracién, la estacionalidad y la region geogrdfica, entre
otros factores (Sotelo et al., 2010). Algunos son indispensables para las funciones
fisiologicas vegetales. Ofros participan en funciones de defensa ante situaciones de
estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso, etc.) (Quinones et al., 2012).

Presentan una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios
anillos fendlicos (Quinones et al., 2012) que llevan uno o varios grupos hidroxilo (Fig.
11) (Munin y Edwards, 2011). Se definen en funcidon del nUmero de anillos fendlicos
que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos (Quinones et
al., 2012) por lo que se han agrupado en varias clases, denfro de cada una de estas
clases, las variaciones alrededor del esqueleto quimico bdsico se refieren
esencialmente a los grados de oxidacién, hidroxilacién, metilacion, glicosilaciéon y
posibles conexiones a ofras moléculas (metabolitos primarios tales como
carbohidratos, lipidos o proteinas) (Munin y Edwards, 2011). Los principales grupos de
polifenoles son: acidos fenolicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del dcido
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Quinones et
al., 2012).

Se les atribuye una variada actividad farmacolégica, en general asociada a la
capacidad de actuar como agentes antioxidantes, secuestradores de radicales
libres, antimicrobianos y antivirales (Sotelo et al., 2010), pueden presentar diferentes
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mecanismos que se complementen o sean sinérgicos en la neutralizacion de los
agentes oxidantes, estimulacion del sistema inmune, regulacion de la expresion de
genes implicados en la proliferacion y apoptosis celular, regulacion del metabolismo
de hormonas, efecto antiviral y antfibacteriano (Garcia et al., 2011).

Ademds de las propiedades especificas de algunas clases, todas comparten dos
propiedades fundamentales que participan en sus capacidades antioxidantes: la
interaccidn con proteinas o con iones, y la actividad de barrido radical. Los
polifenoles pueden actuar utilizando diferentes modos de accidn: por complejacion
molecular con proteinas prooxidantes, por quelacidn de iones metdlicos
potencialmente prooxidantes (Fe 3+, Al 3+, Cu 2+) o por atrapamiento directo de
ERO. Entre sus propiedades, el fuerte poder antioxidante de los polifenoles es
probablemente el mas documentado (Munin y Edwards, 2011).

Por ello, en los Ultimos anos el interés en los polifenoles se ha incrementado
especialmente en nutridlogos, epidemidlogos y en la industria de los alimentos
(Garcia et al., 2011), pues con el potencial uso como agentes antioxidantes de
origen natural pueden ayudar a prevenir y retardar el dano oxidativo en lipidos o
proteinas y contribuir al estilo de vida saludable, porque el consumo de alimentos
ricos en polifenoles estd asociado a un menor riesgo de dano cardiovascular,
formacion de cdncer y envejecimiento prematuro (Sotelo et al., 2010).

OH

Fig. 11 Estructura general de un fenol.

3.7.6 Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos de alto peso molecular (500-3,000 Daltons) que
contienen suficientes hidroxilos y ofros grupos (como los carboxilos) que les permiten
formar complejos fuertes con proteinas, dcidos nucleicos, esteroides (Veldsquez,
s.a.), y otras macromoléculas (almidones, celulosas y minerales) (Dardon y Duran
2011), lo que les confiere una caracteristica gustativa interesante, asociada al
término globalmente conocido como astringencia o gusto ténico (Alvarez, 2007), se
presentan como mezclas de polifenoles muy dificiles de separar; con el agua forman
soluciones coloidales de reaccion dcida (Venegas, 2012).

Estdn ampliamente distribuidos en muchos vegetales incluyendo drboles, frutas y
pastos (Dardon y Duran, 2011) actuando como mecanismos de defensa de estas,
confra organismos pardsitos (Mora et al., 2012).
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Su esfructura es resultado de la combinacidon de una molécula de azicar,
generalmente glucosa, con un nUmero variable de moléculas de dacidos fendlicos
(Veldsquez, s.a.).

De acuerdo a su comportamiento frente a los agentes hidroliticos (principalmente
dcidos minerales diluidos), los podemos dividir en: taninos hidrolizables y taninos
condensados (Fig. 12) (Venegas, 2012). Los taninos hidrosolubles o pirogdlicos son
ésteres facilmente hidrolizables formados por una molécula de azucar (glucosa)
unida a un numero variable de moléculas de d&cidos fendlicos (dcido gdlico o su
dimero, el acido eldgico). Los taninos no hidrosolubles 6 condensados fienen una
estructura quimica similar a la de los flavonoides (Mora et al., 2012), pues resultan de
la condensacién (polimerizacion) de unidades de flavanoles, tales como la
catequina y la leucocianidina, quienes cumplirian el papel de precursores (Venegas,
2012). Por hidrdlisis generan azicar y acido eldgico, algunos taninos condensados
son conocidos como pro-antocianidinas porque por hidrdlisis dcida producen
antocianidinas y leucoantocinidinas (Mora et al., 2012).

Cuentan con efectos benéficos para la salud debido a que poseen propiedades
astringentes, antiinflamatorias, cicatrizantes, antioxidantes y antibacterianas, entre
otfros (Veldsquez, s.a.). Se les considera compuestos con alto poder antirradicalario y
capacidad para consumir oxigeno disuelto, atribuyéndole su propiedad
antfioxidante, muy utilizada en la industria agroalimentaria y farmacéutica, siendo
mdas eficaces los taninos hidrolizables. Tienen ademds la capacidad de quelatar
metales gracias a los grupos hidroxilo de sus nUcleos fendlicos (Alvarez, 2007).

Sin embargo, en altas concentraciones, puede limitar la absorcion y digestibilidad
de algunos nutrientes, como es el caso del hierro y las proteinas (Veldsquez, s.a.).

O

HO
OH

HO HO

OH o

Fig. 12 Estructura de tanino hidrolizable, acido gdlico (izquierda) y tanino condensado acido eldgico
(derecha).

3.7.7 Saponinas

El nombre de saponina viene el latin, sapon que significa jabdn, y se refiere a las
propiedad que tienen de disminuir la tension superficial y formar espuma en
soluciones acuosas (Mora et al., 2012).

Se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal habiéndose registrado
su presencia en mdas de 500 especies pertenecientes a 80 familias diferentes (Rossi,

Marmolejo Gutiérrez Clarisa Estefania Pagina 31



Evaluacién de la actividad antioxidante de los exiractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de céncer

De Ledn, Gonzdlez y Pereyra, 2007). Se han encontrado de forma natural en muchos
tubérculos (Diaz, Ibarra y Jiménez, s.a.)

Estos glicdsidos hidrosolubles, poseen propiedades hemoliticas, atribuido a su
naturaleza anfiflica (Mena et al., 2015), debido a esta caracteristica de romper la
pared celular de los gldbulos rojos de la sangre eran consideradas como nocivas
para la salud pero en la actualidad se ha descubierto su efecto en la disminucion
del nivel de colesterol en sangre (Hinojosa et al., 2013). Se caracterizan también por
un sabor amargo e inhibicion de fauna microbiana (Garcia, 2004)2.

Estructuralmente son compuestos glicosidicos que contiene dos partes, una glicona
y una aglicona. La parte glicona estd compuesta por azdcares sencillos de 1 a 5
unidades; mientras que la parte aglicona, conocida como sapogenina, consta de
un esqueleto del tipo esteroidal C27 o triterpenoide C30 (Guzmdn, Cruz, Alvarado y
Mollinedo, 2013). El enlace glicosidico siempre se forma con el oxigeno del carbono
3 (Fig. 13) (Mora et al., 2012).

Estos metabolitos también pueden ejercer una amplia actividad bioldgica vy
farmacolégica, destacdndose su efecto insecticida, anti-protozoos, antiinflamatorio,
leishmanicida, anti-tichomonas, anti-agregante plaquetario, broncolitico, hipo-
colesterolémico, asi como su actividad citotdxica frente a varias neoplasias (Mena et
al., 2015).

Se emplean también como fuente de esteroides, para la elaboracion de corfisona
(antiinflamatorio), e incluso estrogeno y progesterona, o bien como suplemento
alimenticio (Herndndez, Lugo, Diaz y Villanueva, 2005).

\\; "
HO/\ [—0 /\[
- xkv_,-' ey
HO- rx/':'

HO

Fig. 13 Estructura general de una saponina.

3.7.8 Cumarinas

Las cumarinas son un grupo muy amplio de la familia de las lactonas, identificadas
aproximadamente 1,500 en diferentes especies de plantas (Avalos y Pérez, 2009), se
caracterizan por presentar fluorescencia bajo la luz ultravioleta a 365nm (Mora et al.,
2012). Estructuralmente pertenecen al grupo de compuestos conocidos como
benzopironas, consistentes de un anillo benceno unido a una pirona (Fig. 14) (Lopez
et al., 2000). Se clasifican en cumarinas simples, furanocumarinas y pironacumarinas
(Mora et al., 2012).
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Estos compuestos se encuentran distribuidos en una gran variedad de plantas, su
amplia distribucion parece correlacionarse con la capacidad que poseen de inhibir
el crecimiento de diversos patdégenos en las plantas (Lopez et al., 2000).

Se ha demostrado su uso como anticoagulante, antibacterial, antibidtica, entre
otros (Hinojosa et al., 2013).

S

O O

Fig. 14 Estructura general de una cumarina.

3.8 Familia Fabaceae

Fabaceae es la tercera familia mdas grande de plantas con flores después de
Orchidaceae y Asteraceae, con aproximadamente 483 géneros y alrededor de
12,000 especies distribuidas principalmente en la regién tropical y subtropical del
mundo. La familia es importante en una gran diversidad de ecosistemas, algunas
especies se encuentran dominantes en casi todos los tipos de vegetacion en la
tierra, desde bosques tropicales lluviosos hasta desiertos y tundra alpina (Gore vy
Gaikwad, 2015).

Algunos géneros de la familia Fabaceae son ricos en alcaloides de pirrolizidina que
presentan propiedades antileucémicas, anti neopldsicas, antidiabéticas y anti-
cardiacas (Nakka et al., 2013).

3.8.1 Género Crotalaria

El género Crotalaria L. (1753) ocupa el lugar 34 en una lista de los mayores géneros
de angiospermas del mundo con aproximadamente 700 especies. De las 700
especies, alrededor de 500 son nativas de Africa y Madagascar, 80 de la India, 20 de
Australia y 80 de América (Rockinger, Silva y Renner, 2017).

En América el espacio natural de género, va desde el sur de Estados Unidos hasta
Uruguay, se citan 80 especies con 59 endémicas siendo 34 de América del sur; pues
es un género con distribucidn en regiones tropicales y subtropicales, sobre todo
hacia el hemisferio sur de todo el planeta (Magon, Kawakita, Sfoggia y Souza, 2013).

Todas las especies parecen tener un alto requerimiento de luz por lo cual estdn
ausentes en los estratos inferiores del bosque, y son comunes en los claros, margenes
de rios, pastizales, sabanas, colinas, quebradas y pantanos, pero crecen mucho
mejor en lugares en los cuales el terreno ha sido perturbado, tales como dreas
desmontadas, mdrgenes de bosques, orillas de carreteras y campos baldios (Beyra
et al., 1995).

Las Crotalarias son herbdceas o arbustivas de baja estatura. Tienen flores y frutos
llamativos (Rockinger et al., 2017), con corola predominantemente de color amarillo.
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Sus frutos se inflan cuando estd cerca de la dehiscencia, las semillas se encuentran
libres en el interior, por lo que cuando se agitan produce un sonido similar a un
sonajero o el tfraqueteo de la serpiente de cascabel. De esta caracteristica se
derivan los nombres populares de la mayor parte de sus especies, como sonajero,
serpiente de cascabel, cascabelillo, cacahudtillo, Xique-Xique, etc. (Magon et al.,
2013).

Las especies del género Crotalaria tienen considerable valor como forraje, ensilaje,
abono verde, cobertura del suelo en el control de la erosion, ornamental y algunas
especies constituyen importantes plantas productoras de fibras para la industria de
la celulosa (Beyra et al., 1995). A nivel mundial, las especies mdas importantes para la
agricultura como cultivos de cobertura o estiércol verde son: Crotalaria grantiana
Harv., Crotalaria juncea L., Crofalariac mucronata Desv., Crotalaria retusa L.,
Crotalaria spectabilis Roth (Brunner, Martinez, Flores y Morales, 2009), por su accion
como antagonistas de los nematodos (Nagaraju et al., 2012).

Sin embargo, las Crotalarias producen alcaloides de pirrolizidina toxicos (AP), que
son responsables de la intoxicacién ocasional de ganado de pastoreo (Irmer et al.,
2015).

Ademds de producir alcaloides de pirrolizidina también se informan que las
crotalarias contienen algunos flavonoides, saponinas y esteroides (Talaviya, Vyas,
Sharma, Indoria y Suman, 2014), que fienen propiedades anfileucémicas,
antitumorales, antiespasmaddicas, antineopldsicas, cardiodepresoras e hipotensoras.
Probdndose el efecto de hojas contra la diarrea, la sarna y el impétigo, y de las
semillas en enfermedades de la piel, lepra, flatulencia y fiebre (Nagaraju et al., 2012).

Efectos medicinales de algunas crotalarias:

Crotalaria aegyptiaca es una planta cultivada en Egipto que exhibe un efecto
hipoglucémico.

Crotalaria verrucosa L. es una medicina herbal usada en la farmacopea tradicional
de paises asidticos y africanos.

Estudios farmacoldgicos previos demostraron que el extracto de acetato de etilo de
la parte aérea de Crotalaria sessliflora exhibia actividades anti-peroxidantes, efectos
protectores contra la accidn bactericida del radical ter-butilperoxilo y actividad
antimutagénica.

La actividad anfiinflamatoria se demostrd a partir de compuestos aislados de la
corteza de Crotalaria pallida.

Se observaron efectos anticonceptivos significativos después de la administracion de
Crotalaria juncea (Ali, Elgindi, Abd, Mahmoud y Atia, 2004).
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Tabla 1. Estudios farmacolégicos de distintas especies del género Crotalaria

Especie Efecto Parte de la planta Referencia
Actividad antioxidante, Hojas Ali et al., 2004
Crotalaria antiinflamatoria y
aegyptica analgésica
Crotalaria Actividad cicatrizante Hoja Kumari, Eesha,
verrucosa Amberkar,
Rajshekar, & Kumar,
2010.
Crotalaria juncea Actividad anfioxidante, Aceite de semilla Chouhan, Sahu vy
Linn. antiinflamatoria, Singh, 2011
antibacteriana
Crotalaria burhia Actividad Raiz Talaviya et al., 2014
antiinflamatoria
Crotalaria albida Actividad antagonista Planta completa Qinhu y Guixin, 2015
de PPAR-y (receptores
activados por
proliferadores de

peroxisomas) de los
isoflavonoides
Crotalaria  retusa, Propiedades Hojas Sumi et al., 2015
Crotalaria  alata, anticoagulantes
Crotalaria
prostrata,
Crotalaria
verrucosa

3.8.2 Clasificacion de Crotalaria retusa

Dominio: Eukaryota

Reino: Plantae

Filo: Spermatophyta
Subphylum: Angiospermas
Clase: Dicotileddneas
Orden: Fabales

Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Género: Crotalaria
Especie: retusa

Nombres comunes: Tronador, Zapatitos, Cacahuatillo

3.8.3 Descripcion morfolégica

Crotalaria retusa es una hierba de 0.30 a 1.60 m de altura; sus tallos son sélidos y las
ramas jovenes son escasamente a densamente peludas; las hojas son alternas,
simples, pecioladas, con peciolos de 0.2-0.4 cm de longitud; inflorescencia terminal,
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multifloral, axilar, opuesta a la hoja y mdas larga que esta (Pinto y Ruiz, 1986); bracteas
muy pequenas o ausentes; flores zigomorfas, pétalos separados, amarillos con
manchas moradas, vinosas o rojo violaceo, estambres de ? a 10, anteras dimorficas,
estilo terete y peludo; fruto legumbre, unilocular, libremente dehiscente, alargado,
recto, oblongo, peludo; semillas ovoides lisas, de color marrdbn o negro
(http://botany.si.edu/bdg/medicinal/index.html).

Floracién y fructificacion: septiembre-enero

Fig. 15 Crotalaria retusa. a Fruto oblongo; b Inflorescencia amarilla con manchas rojas; ¢ Hojas simples.
Fotografias tomadas en Limén Chiquito, Veracruz, septiembre 2015.

3.8.4 Distribucion geogrdfica y habitad

Es nativa de Asia o de Africa oriental costera y se encuentra en las zonas cdlidas en
todo el mundo (Riet et al., 2011).

Esta especie es ahora pantropical en su distribucién debido a su uso como cultivos
de fibras y estiércol verde (Rockinger et al., 2017).

3.8.5 Usos

Existen diversos usos citados para la especie, como: fertilizante orgdnico,
ornamental, forrajes, en la lucha contra nematodos, en los programas de
revegetacion de dreas contaminadas con sustancias toxicas como el arsénico, en la
industria textil, en la producciéon de fibras para fabricacién de papel, en la medicina
popular y actividades farmacoldgicas (Magon et al., 2013).

Marmolejo Gutiérrez Clarisa Estefania Pagina 36

Evaluacién de la actividad antioxidante de los exiractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de céncer KE




7 o e . . . K3 ré F
Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de cdancer AN

La planta entera es usada como infusion para banar a los ninos y prevenir
infecciones de la piel. La hoja y la flor en una decoccidon se usan para calmar el
resfriado. Las semillas crudas se usan como un analgésico para picaduras de
escorpion. Las raices se utilizan contra la tos con sangre.

(http://tropical.theferns.info/viewtropical.php2id=Crotalaria+retusa,
http://botany.si.,edu/bdg/medicinal/index.html)

3.9

Estudios de Crotalaria retusa

Tabla 2. Estudios farmacoldégicos de Crotalaria retusa.

Parte de la planta
Semillas

Planta completa/hojas

Hojas

Hojas secas y en polvo

Semillas

Semillas

Semillas

Semillas

Plantas propagadas in
vitro e in vivo (hoja)
Semillas

Semillas

Hoja seca

Efecto
Intoxicacion aguda

Propiedades antibacterianas,
antifngicas y antivirales

Actividad Leishmanicida

Actividad antipolimerizante de
anfocianinas. Drepanocitosis (anemia
de células falciformes)

Citotoxicidad, cambios morfoldgicos
en célula, peroxidacién de
macromoléculas, induccion de dano
a ADN vy nivel de expresion de
proteinas asociadas a microtubulos.
Intoxicacion

Citotoxicidad, cambios en la
estructura de la neurona y la corteza
glial, viabilidad de células.
Envenenamiento

Actividad antimicrobiana y
antfioxidante

Dano histolégico y actividad oxidante
en dreas cerebrales de ratones

Necrosis centrilobular hepdtica

Anticoagulante

Referencia
(Nobre et al., 2005)

(Maregesi et al., 2008)

(Guerra et al., 2009)

(Mpiana et al., 2009)

(Silva et al., 2010)

(Leite et al., 2010)

(Pitanga et al., 2011)

(Riet et al., 2011)
(Nagaraju, Srinivas y Sandeep,

2012)
(Ribeiro et al, 2012)

(Maia et al., 2013)

(Sumi et al., 2015)
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IV. JUSTIFICACION

En la actualidad se sabe que existen muchos factores que afectan a las células
ocasionando cdncer; el estrés oxidativo ha cobrado importancia debido a su
capacidad para reaccionar con distintas biomoléculas generando danos
permanentes al ADN implicados en la carcinogénesis. Para el tratamiento de esta
enfermedad, han sido empleados diferentes agentes citotdxicos y radioterapias,
fratamientos que no son selectivos y afectan tanto a células cancerigenas como a
las normales, ademds de generar una mayor cantidad de radicales libres,
ocasionando efectos adversos.

Es por esto, que se ha incrementado la buUsqueda de nuevas moléculas, que
puedan demostrar eficacia y disminucion de los contra efectos que presenta el
manejo de esta enfermedad.

Por lo que el presente estudio se enfoca en el potencial anfioxidante de los extractos
de Crotalaria retusa sobre la regulaciéon del estrés oxidativo.
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V. HIPOTESIS

Los extractos de Crotalaria retusa estimulardn una respuesta antioxidante debido a
la presencia de moléculas capaces de modificar el potencial redox en el sistema.

6.1

6.2

VI. OBJETIVOS

General

Evaluacidon de la actividad antfioxidante de los extractos de Crotalaria retusa
en un modelo murino de cdncer por medio de marcadores de estrés oxidativo.

Particulares
Realizar un registro etnobotdnico de Crotalaria retusa en el Ejido de Limoén
Chiquito en Cazones de Herrera Veracruz.

Elaborar los extractos acuosos e hidroalcohdlicos (75:25) de hoja, tallo, raiz y
planta completa de Crotalaria retusa.

Cuantificar los azucares totales presentes en Crotalaria retusa por el método de
Dubois.

Realizar un andlisis fitoquimico preliminar de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de hoja, tallo, raiz y planta completa de Crotalaria retusa.

Cuantificar los metabolitos identificados en los exiractos acuosos e
hidroalcohdlicos.

Cuantificar la actividad enzimdtica de la catalasa en plasma y homogenado
de higado de ratones

Determinar la concentracién de nitritos en plasma y homogenado de higado
de ratones

Analizar el dano en membrana celular cuantificando la peroxidacion lipidica
en plasma y homogenado de higado de ratones
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7.1 Localidad de la colecta

Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de cancer ENAGOZA

VII. METODO

Crotalaria retusa fue colectada en el mes de septiembre del 2015 en la localidad de
Limon Chiquito, Cazones de Herrera Veracruz (20°40°58” N, 97°16°30” O, a 15msnm).

{ Ubicacioén geogrdfica

/ Limén Chiquito, Cazones

J de Herrera
20°40758" Latitud norte

97°16°30" Longitud oeste

Fig. 16 Mapa de Limén Chiquito, Cazones de Herrera Veracruz.

7.2 Registro de informacién etnobotdnica

La informacion etnobotdnica de esta especie se recabd
mediante una entrevista dirigida al curandero de la
localidad que tiene el conocimiento de todas aquellas
especies que son usadas como medicinales por los
habitantes de Limén Chiquito, Cazones de Herrera
Veracruz.

7.3 Colecta de la planta

Se colectaron ejemplares de Crofalaria retusa que
incluian flor, fruto y las partes vegetativas de la planta; de
igual manera se colectaron ejemplares completos para
prensarlos y herborizarlos, siendo estos representativos,
saludables y con las hojas completamente expandidas.
Las plantas fueron colectadas en su habitad tipico. Las
flores y las semillas se colocaron separadas en bolsas
pequenas de papeles.

Fig. 17 Colecta de Crotalaria
retusa en habitad natural.
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7.4 Procesamiento del material vegetal

Una vez colectada la especie, se procedid a separar y pesar las hojas, el tallo y la
raiz, para posteriormente enjuagarlas con agua destilada y obtener el extracto
liquido.

7.5 Obtencion de exiractos
Extracto acuoso

Se realizé un cocimiento de 100g de material vegetal fresco vy triturado de cada
estructura (hoja, tallo, raiz y planta completa) en 1L de agua desfilada. Pasados 5
minutos de ebullicion se retird el material vegetal y se preservo en frascos dmbar
dentro de un cuarto frio.

Extracto hidroalcohdlico

Cada 100g de material vegetal fresco y triturado de cada estructura (hoja, tallo, raiz
y planta completa) fue colocada en 1L de una solucion etanol-agua (75:25) y se
preservaron en frascos dmbar.

Fig. 18 Procesamiento vegetal. a Enjuague del material vegetal; b Coccién de raiz para extracto
acuoso; ¢ Coccidn de hojas para extracto acuoso; d Macerado del material vegetal.

7.6 Obtencion del extracto sélido

Cada 50mL de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos fueron colocados en
cristalizadores a temperatura ambiente en una campana de extraccion para la
obtenciédn del extracto sdlido.

7.7 Cuantificacion de azicares totales presentes en Crotalaria retusa

El método propuesto por Dubois se fundamenta en que los carbohidratos son
particularmente sensibles a dcidos fuertes y a altas temperaturas. Bajo estas
condiciones una serie de reacciones complejas tfoman lugar empezando con la
deshidrataciéon simple, si se confinia el calentamiento y la catdlisis dcida, se
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producen varios derivados del furano que condensan consigo mismos y otros
subproductos para producir compuestos coloridos producto de la condensacién de
compuestos fenolicos. La condensacion mds comun es con fenol (Avila, Rivas,
Herndndez y Chirinos, 2012).

Todos los azUcares como oligosacdridos y polisacdridos pueden ser determinados,
recordando que éstos bajo hidrdlisis dcida producen monosacdridos. La
concentraciéon de azucares totales se determina a fravés de una curva de
calibracién de la absorbancia en funcion de la concentracion para la cual se
preparan soluciones de 10-100pg/L utilizando Glucosa como estandar (Avila et al.,
2012).

Como blanco para las lecturas se utilizd agua destilada aplicdndole el mismo
tratamiento. Para la aplicacion del método Dubois (Método Fenol-Sulfirico), a la
curva de calibraciéon y a los extractos se les agregd 1.8mL de dacido sulfurico, y 0.3mL
de Fenol (Avila et al., 2012).

7.8  Andlisis fitoquimico preliminar
Identificacion de metabolitos secundarios

Se tomaron muestras de 500uL de cada extracto y posteriormente se les agregd el
reactivo correspondiente para la identificacion de cada metabolito.

A partir de los extractos se desarrollaron las pruebas coloridas para la identificaciéon
de los compuestos presentes.

7.8.1 Alcaloides

Las técnicas para la identificacion de los alcaloides estdn basadas en la capacidad
que tienen los alcaloides en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el
yodo y metales pesados (bismuto, mercurio, tugsteno) produciendo reacciones de
precipitacién. Estas reacciones de precipitacion se basan en un intercambio del
anion del reactivo en accién, que remplaza a los aniones pequenos de las sales de
los alcaloides (Arango, 2008).

Reactivo de Dragendorff

Se disuelven 2g de nitrato de bismuto pentahidratado en 5mL de dcido nitrico al
30%, esta se mezcla con una solucién de 6.8g de yoduro de potasio (KI) en 12.5mL
de agua; posteriormente se deja en reposo por 24 horas, se decanta y afora a 25mlL.
La prueba es positiva para alcaloides al dar precipitado naranja o rojizo (Arango,
2008).

Reactivo de Wagner

Se disuelven 0.31g de yodo sublimado en 25mL de agua y 0.5g de yoduro de
potasio. La prueba es positiva para alcaloides al dar precipitado naranja o rojizo
(Arango, 2008).

Reactivo de Mayer
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Se disuelven 0.65g de bicloruro de mercurio en 30mL de agua y 2.5g de yoduro de
potasio y se afora a 50mL. La prueba es positiva para alcaloides si se presenta un
precipitado blanco o de color crema (Arango, 2008).

7.8.2 Flavonoides

Los flavonoides son estructuras fipo C6-C3-Cé6 con dos anillos aromaticos
(bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos cicladas a través de un
oxigeno, solubles en mezclas hidroalcohdlicas. Estos pueden formar complejos con
metales como Mg?t y Fe3*, que al acidularlas viran a reacciones coloridas (Nagaraju
et al, 2012).

Reactivo de Shinoda

Las muestras de los extractos serdn tratadas con limadura de magnesio (tres) vy
posteriormente se agrega gota a gota dacido clorhidrico hasta una coloracidn rojiza,
naranja o violeta que significa positivo para flavonoides (Nagaraju et al., 2012).

7.8.3 Glicdsidos Cardiotdnicos

Para la identificacion de glicésidos cardiotdnicos se analiza el nicleo esteroide, la
lactona a-insaturada vy la posible presencia de desoxiazicares en el caso de
Glicosidos.

Prueba de Baljet

Se disuelven 0.125g de dcido picrico (CgHsN;O,) en 12.5mL de etanol y 1.25g de
hidroxido de sodio (NaOH) en 12.5mL de agua. Ambas soluciones se mezclan y se
agregan a la muestra. La prueba es positiva cuando se presenta un precipitado o
coloracion rojiza (Dominguez, 1979).

Prueba de Keller-Killiani

Se disuelve 1g de cloruro de hierro hexahidratado al 2% en dcido acético,
posteriormente se aplica TmL a la muestra e inmediatamente se adiciona gota a
gota dcido sulfurico. La reaccidén se considera positiva al existir la formacién de una
coloraciéon verde o parda (Dominguez, 1979).

7.8.4 Esteroides
Prueba de Lieberman-Burchard

Se mezcla TmL de cloroformo y TmL de anhidrido acético. Se agrega este reactivo a
la muestra y posteriormente se agregan gotas de dcido sulfirico. La muestra vira a
coloracion roja-naranja en presencia de nucleo triterpenico; en cambio si la
coloracién es azul-verde, indica la presencia de nucleo esteroide (Hinojosa et al.,
2013).
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7.8.5 Polifenoles

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la oxidacién de los fenoles, en medio
bdsico, mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de complejos de los dcidos
fosfowolfrdmico y fosfomolibdico), produciéndose, por reduccidon del reactivo, una
mezcla de complejos de wolframio y molibdeno que presenta una coloracion azul
caracteristica que es detectada espectrofotométricamente (Garcia, 2004)'.

Método de Folin Ciocalteu

Las muestras son tratadas con 0.5mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 2mL de
carbonato de de sodio. La coloracion azul indica la presencia de polifenoles
(Garcia, 2004)!.

7.8.6 Taninos
Prueba de gelatina sal

Se disuelven 0.25g de grenetina en 25mL de agua, en una solucién al 10% de cloruro
de sodio, la prueba se considera positiva si existe la formaciéon de un precipitado
blanco (Garcia, 2004)'.

Prueba de cloruro férrico

Se anaden 2-5 gotas de cloruro férrico hexahidratado al 10%. La aparicion de una
coloracion verde, azul o negra es positiva.

7.8.7 Saponinas

Las saponinas se caracterizan por un sabor amargo, las propiedades espumantes, su
efecto hemolitico sobre los gldbulos rojos y la inhibicion de la fauna microbiana
(Garcia, 2004)'.

Prueba de la espuma

Se anade TmL de agua caliente a la muestra e inmediatamente se agita
vigorosamente hasta la formacion de espuma. La prueba es positiva si transcurrido
un tiempo de dejarlo de agitar se mantiene la espuma (Garcia, 2004)'.

7.8.8 Cumarinas
Prueba de hidroxamato férrico

Se prepara una solucion de clorhidrato de hidroxilamina 2% etanol e hidroxido de
sodio, se calienta de 2-5 minutos a 100°C hasta la aparicién de una espuma de color
rojizo, posteriormente se enfria y acidula con dcido clorhidrico y se anade cloruro de
hierro. La prueba es positiva si se observa una coloracion rojiza (Hinojosa et al., 2013).
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7.9 Cuantificacion de metabolitos secundarios

La cuantificacion de los metabolitos se realizdé a partir de los resultados obtenidos de
la identificacion de dichos metabolitos, cuantificando Unicamente aquellos que
fueron encontrados en los extractos de Crotalaria retusa.

7.9.1 Alcaloides

La cuantificacion de alcaloides se realizé utilizando cafeina como patrén. El método
se fundamenta con la formacién de un complejo de transferencia de carga
alcaloide-verde de bromocresol a un pH 4.7, que absorbe a 420nm. El complejo
obtenido es muy estable y es nula o escasa la interferencia por otros compuestos
(Oropeza, 2012).

REACTIVOS

Cafeina 10PPM, dcido citrico 0.2 M, buffer de fosfato (p/v) pH 4.7, NaOH 1N, verde
de bromocresol (p/v/v).

CURVA DE CALIBRACION
Estandares de cafeina PPM:

Se prepard un stock de cafeina a 10PPM. A partir de ella se prepararon los
estdndares de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1PPM.

Se siguid el siguiente tratamiento para la curva de calibraciéon y los extractos:

1. Se adicionan 2mL de buffer de fosfato, 2mL de disolucidon de verde de
bromocresol y TmL de CHCl; y se mezclaran.

2. Lafase cloroférmica se separa.

3. Ala fase acuosa se le adiciona TmL de CHCl;, se agita y se realiza la segunda
extracciéon. Se repite el procedimiento hasta haber utilizado un volumen de
SmL de CHCls.

4. La absorbancia del exitracto y del estdndar se leyd a 420nm en un
espectrofotdbmetro.

Como blanco para las lecturas se utilizé CHCI; aplicdndole el mismo tratamiento.

La cuantificacion de alcaloides se expresa como equivalentes a cafeina/100g de
muestra seca (Oropeza, 2012).

7.9.2 Flavonoides

La cuantificacién de flavonoides se realizd utilizando quercetina 0.8ug/mL como
patfron.

REACTIVOS

Quercetina 0.8ug/mL, etanol 95%, cloruro de aluminio (AICls) 10%, acetato de
potasio (CHzCO2K) TM.
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CURVA DE CALIBRACION
Estdndares de quercetina ug/mL:

Se prepard un stock de quercetina a 0.8ug/mL. A partir de este se prepararon
estandares de 0.016, 0.032, 0.048, 0.064 y 0.08 ug/mL.

Se siguid el siguiente tratamiento para la curva de calibracién y los extractos (Chia,
Ming, Hwei y Jiing, 2002):

1. Se adiciona el stock a las concentraciones establecidas y se completa el
volumen a TmL con agua (de los extractos se tomod 100 ul).

2. A cada tubo se agrega 1.5mL de etanol, 100uL de AICls, 100uL de CH3COK y
800pL de agua.

3. Se incuban en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos e
inmediatamente se mide la absorbancia a 415nm en el espectrofotémetro.

Como blanco para las lecturas se utilizé agua aplicandole el mismo tratamiento.

La cuantificacion de flavonoides se expresa como equivalentes de quercetina
(Barron et al., 2011).

7.9.3 Glicésidos cardiotonicos
La cuantificacion de Glicosidos cardiotdnicos se realizd con un estandar de digoxina
REACTIVOS
Digoxina 0.04mg/mL, acido picrico 1%, hidroxido de sodio 10%, etanol.
STOCK DE DIGOXINA
Estandar de digoxina mg/mL:

Se prepard una disolucion patrén de digoxina a 0.04mg/mL. De esta disolucion
tomar 5mL y agregar 3mL de solucion alcalina de picrato de sodio, protegerlo de la
luz durante 30 minutos y determinar la absorbancia a 495nm.

Como blanco se utilizd una mezcla de 5mL de alcohol y 3mL de solucion alcalina de
picrato de sodio (Abrego y Honles, 2012).

Para los extractos, se tomaron 50uL del extracto, 2.45mL de etanol y 1.5mL de la
solucion alcalina de picrato de sodio, pasados los 30 minutos se leyd la absorbancia
a 495nm.

El cdiculo de la cantidad en mg de dglicésidos cardiotdnicos presentes en cada
muestra se realizé utilizando la siguiente férmula (Abrego y Honles, 2012):

Ast
Donde:

Cmx = Cantidad de glicésidos cardiétonicos en la muestra.
Cst = Concentraciéon del estdndar de digoxina.
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Amx= Absorbancia de la muestra.
Ast= Absorbancia del estdndar.
FD= Factor de dilucion de la muestra (100).

La cuantificaciéon de glicosidos cardiotdnicos se expresa como equivalentes a
digoxina.
7.9.4 Esteroides

La cuantificacion de esteroides se realizd utilizando Colesterol a 10mM como patron.
Se utilizé la técnica de Lieberman Buchard (Lobato et al., 2008).

REACTIVOS

Colesterol 10mM, cloroformo, reactivo de Liebermann.
CURVA DE CALIBRACION

Estandares de colesterol mM:

Se prepard un stock de colesterol a 10mM. A partir de ella se preparon los
estdndares de 0, 2, 4, 6 y 8 mM

Para la aplicacion del método de Liebermann Buchard, a la curva de calibracion y
a los extractos se les aplico el siguiente fratamiento (Lobato et al., 2008):

1. Se tomaron los estdndares de colesterol y se completd el volumen a 5mL con
cloroformo

2. Se adicionan 5mL del reactivo de Lieberman Buchard.

3. Seincubd en bano maria durante 10 minutos a 35°C durante. Se dejo enfriar y
se leyd la absorbancia a 550nm.

Como blanco para las lecturas se utiliza CHCI; aplicndole el mismo tratamiento.

La cuantificacidn de esteroides se expresa como equivalentes a colesterol.

7.9.5 Polifenoles

La cuantificacion de polifenoles se realizéd utilizando dcido gdlico 0.2mM como
patrén. El método se fundamenta en la oxidacién de los fenoles en medio bdsico,
mediante el reactivo de Folin Ciocalteu (Dardon y Duran, 2011).

REACTIVOS

Acido gdlico 0.2mM, reactivo de Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio 7%.
CURVA DE CALIBRACION

Estandares de dcido gdlico mM:

Se prepard un stock de dcido gdlico a 0.2mM. A partir de ella se prepararon los
estdndares de 0.02, 0.04, 0.08, 0.1, 0.15, 0.2mM.

Se siguid el siguiente tratamiento para la curva de calibracion y para los extractos
(Sotelo, et al., 2010):
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1. Se adicionan 0.5mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 1.5mL de Carbonato de
sodio

2. Las muestras se ponen en bano maria a 50°C durante 15 minutos.

3. La absorbancia del extracto y de la curva se lee a 750nm.

Como blanco para las lecturas se utilizd agua aplicdndole el mismo tratamiento.

La cuantificacion de polifenoles se expresa como equivalentes a dcido gdlico
(Sotelo et al., 2010).

7.9.6 Taninos

La cuantificacion de taninos se realizd utilizando dacido tdnico 0.1mg/mL como
patron.

Se utilizé en método de Folin-Ciocalteau, basado en la oxidacién de los fenoles en
medio bdsico, mediante el reactivo de Folin Ciocalteau (mezcla de complejos de los
dcidos fosfowolfrdmico y fosfomolibdico), produciéndose por reduccién del reactivo
una mezcla de complejos de wolframio y molibdeno que presentan una coloracion
azul caracteristica que es detectada espectrofotométricamente (Dardon y Duran,
2011).

El reactivo de Folin Ciocalteu es una solucion dcida de polimeros complejos en los
dcidos fosfomolibdico y fosfowlfrdmico. Este reactivo, de color amarillo, oxida los
fenolatos, reduciéndose los dcidos del reactivo, para dar lugar a un complejo azul
de molibdeno-wolframio (Dardon y Duran, 2011).

En este proceso se produce una reduccion parcial del estado de valencia de
molibdeno y wolframio de +6 a +5 por los fenoles en un dlcali acuoso. Este método
determina la totalidad de grupos fendlicos libres y por consiguiente determina la
totalidad de fenoles solubles como taninos hidrolizados y taninos condensados
(Dardon y Duran, 2011).

REACTIVOS

Acido tdanico 0.1mg/mlL, reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, Carbonato de sodio 20%,
Polivinilpirrolidona insoluble (PVPP).

CURVA DE CALIBRACION
Estandares de dcido Tanico mg/mL:

Se prepard el stock de dcido tdnico (0.1mg/mL), preparando a partir de ella
estdndares de 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 mg/mL.

Se siguid el siguiente tratamiento para la curva de calibracion y los exfractos
(Dardon y Duran, 2011):

1. Tomar una alicuota de 500ulL del extracto en los tubos de ensayo, llevar a un
volumen de 2.5mL con agua destilada, adicionar 0.25mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu y 1.25mL de solucion de carbonato de sodio.
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2. Agitar los tubos y leer la absorbancia a una longitud de onda de 725nm
después de 40 minutos en reposo.

3. Calcular la canfidad de polifenoles como equivalente de dcido tdnico
compardandolos con los valores obtenidos en la curva de calibraciéon estandar
de Acido tanico

Separaciéon de taninos del extracto

Pesar 100 mg de PVPP (Polivinilpirrolidona).

Adicionar TmL de agua destilada y luego 1mL de extracto.

Agitar cuidadosamente en forma circular los tubos de ensayo.

Mantener los tubos a temperatura de 4°C por 15 minutos y agitarlos
nuevamente en forma circular, luego centrifugar los tubos a 3000 RPM por 10
minutos.

5. Recolectar el sobrenadante. (Este sobrenadante sélo fiene fenoles que no son
taninos).

Agregar los reactivos utilizados para la cuantificacién de polifenoles

7. Medir el contenido de fenoles simples a una longitud de onda de 725 nm
después de 40 minutos en reposo.

rON =

o

Muchas investigaciones emplean polivinilpolipirrolidona (PVPP) para absorber estos
tipos de metabolitos. Este polimero (insoluble en medio acuoso) enlaza a todos los
taninos, dejando en solucion los fenoles que no son taninos; la concentracion de los
taninos se obtiene por diferencia a partir de la determinacién directa de los fenoles
simples y los polifenoles, a la concentracion de polifenoles se le resta la
concentraciéon de fenoles simples y el resultado serd expresado como taninos totales
equivalentes de acido tdanico (Dardon 'y Duran, 2011).

Como blanco para las lecturas se utilizé agua aplicdndole el mismo tratamiento.

La cuantificacion de taninos se expresa como equivalentes a dcido tdnico.

7.9.7 Saponinas

La cuantificacion de saponinas se realizé utilizando sapogenina a 20mg/mL como
patrén. Se utilizé la técnica de Lieberman Buchard (Ramos, Paz y Ortiz, 2014).

REACTIVOS

Sapogenina 20mg/mL, anhidrido acético, dcido sulfurico al 16%.
CURVA DE CALIBRACION

Estandares de sapogenina mg/mL:

Se prepard un stock de sapogenina a 20mg/mL. A partir de ella se preparan los
estdndares de 0, 2, 4, 6,8, 10, 12, 14, 16, 18 Y 20mg/mL.

Para la aplicacién del método de anhidrido acético, a la curva de calibracién y a
los extractos se les aplicara el siguiente tratamiento (Ramos et al., 2014):

1. Se tomaron los esténdares de sapogenina y se completd el volumen a TmL
con agua.
2. Se adicionan 2mL del reactivo de anhidrido acético y dcido sulfurico 16%.
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3. Se dejo reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y se leyd la
absorbancia a 485nm.

Como blanco para las lecturas se utiliza agua aplicdndole el mismo fratamiento.

La cuantificacion de saponinas se expresa como equivalentes a sapogenina.

7.10 Induccién del carcinoma y tratamiento a modelos experimentales

Para cumplir con el objetivo de esta investigacion se utilizaron 60 ratones hembra de
la cepa CD-1 conlos que se formaron 10 grupos experimentales.

Al momento de la induccidn de cdncer los ratones tenian dos meses de edad; se les
administré oralmente una Unica dosis de DMBA diluido en aceite de oliva a una
concentracion de 2.72mg de DMBA por 30g de peso de ratdon manteniéndolos en
observacion durante tres meses, registrando semanalmente el peso de cada uno.

Al concluir los tres meses del periodo de induccién de cdncer con DMBA se aplicd a
los ratones los diferentes extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Crotalaria retusa
eligiendo a aquellos que tfuvieron mayor presencia de los diferentes metabolitos
secundarios, las dosis se eligieron a partir de la ICso (57.6ug/mL) y de la dosis usada
en la localidad de Limén Chiquito (40ug/mL). La duracién del tratamiento se eligié a
partir de la informacién recabada en la encuesta dirigida al curandero de la
localidad de Limdn Chiquito.

El tratamiento fue administrado diariamente durante 20 dias, después de los cuales
se sacrificd a los ratones por decapitacion. Caracteristicas individuales de cada
grupo tabla 3.

Fig. 19 Administracién oral de DMBA para la induccién de cdncer de mama.
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Tabla 3. Diseno experimental

Grupo
Confrol

Vehiculo

DMBA

Extracto
aCU0sO

hoja

Extracto planta

completa
ACUO0SO

Extracto tallo
aCcuoso

Extracto hoja

hidroalcohdlico

DMBA+Extracto
hoja acuoso

DMBA+Extracto
planta
completa
ACU0SO

DMBA+Extracto
tallo acuoso

Caracteristica

Ratones con desarrollo normal.

Se les administrd via oral vehiculo en el momento de la induccién de
cdncer (50ul de aceite de olival).

Se les administrd una Unica vez 50ul DMBA diluido en aceite de oliva via
oral.

Se les administré diariamente via oral 25ul del extracto de hoja acuoso a
una concentracion de 0.0432g/mL durante los 20 dias de tratamiento.

Se les administré diariamente via oral 25ul del extracto de planta completa
acuoso a una concentracion de 0.032g/mL durante los 20 dias de
fratamiento.

Se les administrd diariamente via oral 25ul del extracto de tallo acuoso a
una concentracién de 0.0124g/mL durante los 20 dias de tratamiento.

Se les administrdé diariamente via oral 25ul del extracto de hoja
hidroalcohdlico a una concentracién de 0.432g/mL durante los 20 dias de
fratamiento.

Se les administré una Unica vez 50ul DMBA diluido en aceite de oliva via
oral, se mantuvieron en observacion por fres meses y durante 20 dias se les
aplicé via oral 25ul del extracto de hoja acuoso a una concentracion de
0.0432g/mL.

Se les administré una Unica vez 50ul DMBA diluido en aceite de oliva via
oral, se mantuvieron en observacion por fres meses y durante 20 dias se les
aplicéd via oral 25ul del extracto de planta completa acuoso a una
concentracién de 0.032g/mL.

Se les administré una Unica vez 50ul DMBA diluido en aceite de oliva via
oral, se mantuvieron en observacion por tres meses y durante 20 dias se les
aplicé via oral 25ul del extracto de tallo acuoso a una concentracién de
0.0124g/mL.

Durante el desarrollo experimental se siguieron las normas establecidas por la Ley
Mexicana de Proteccién animal para el Uso de Animales de Experimentacion (NOM-
062-100-1999, Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de los Animales de

Laboratorio).
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7.11 Obtencidén de plasma sanguineo y homogenado de higado

Se sacrificd a los ratones por el método de decapitacion y se colectd la sangre en
tubos vacutainer con EDTA (Acido efilendiaminotetraacético) y fueron colocados
inmediatamente en hielo para centrifugarios a 3000rom durante 15 minutos.

Se extrajo cuidadosamente el higado de cada ratén colocdndolos en solucion
fisioldgica y en hielo. Se perfundidé cada higado con solucion fisiologica hasta que
quedara completamente libre de sangre. Los higados se sumergieron en
amortiguador PBS para la maceracidon en morteros de porcelana con una
proporcion de 5mL de amortiguador por cada gramo de higado. El macerado del
higado se filiré con una doble capa de gasa y posteriormente se centrifugd a 3000
rom durante 10 minutos.

Se utilizé el plasma y el sobrenadante del macerado de higado para realizar las
pruebas bioldgicas.

Durante la diseccion a los ratones se observé microscopicamente cada érgano,
extirpando los tumores de los oérganos que presentaran masa tumoral,
posteriormente los tumores fueron pesados y preservados en formol. De igual forma
se hizo observacion a bazo y pulmédn, extrayendo aquellos que presentaran alguna
anormalidad en tamano y color.

Reactivos del Homogeneizado (amortiguador PBS)
TRIS-HCL (pH 7.5) 100Mm, Glicerol 5%, 2-mercaptoetanol TmM, EDTA disddico 2mM.

7.12 Cuantificacion de proteina total por el método de Biuret

Se realizé por el método de Biuret. Basado en la formacidn de un complejo
coloreado entre el Cu?*y los grupos NH de los enlaces peptidicos en medio bdsico. 1
Cu?* se acompleja con cuafro grupos NH. La intensidad de coloracion es
directamente proporcional a la cantidad de proteinas (enlace peptidicos) y la
reaccion es bastante especifica, de manera que pocas sustancias interfieren
(Ferndndez y Galvdn, s.a.).

Se elabord una curva patréon con BSA (AlbUmina sérica bovina), en un rango de 1 @
10mg/mL, teniendo como volumen final 1mL, a lo cual se le anadird 4mL del reactivo
de Biuret. Para la cuantificacion se tomaran 100 uL de las muestras completando el
volumen a ImL, dando el mismo fratamiento que a la curva patrdén. Las
absorbancias se leyeron a 545nm después de 20 minutos de incubacién en la
oscuridad.

Preparacion del reactivo de Biuret:

Pesar 1.5g de CuSO45H20 y 6.0 g. de tartrato de sodio y potasio, disolver en 500mL
de agua destilada, adicionaron 300mL de una solucion de NaOH 2.5M, adicionar 1g
de Yoduro de potasio (KlI), aforar a 1000mL con agua destilada

El reactivo se puede guardar en un frasco dmbar y conservar en refrigeracion
(Valencia, Cuéllar, Aguilar, Salmerdn y Rodriguez, 2012).
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Fig. 20 Curva de cuantificacion de proteinas por el método de Biuret

7.13 Cuantificacion de nitritos en plasma y homogenado de higado

El 6xido nitrico es un mensajero fisiolégico y regulador molecular en muchos de los
sistemas orgdnicos como el inmunolégico, neuronal y cardiovascular. Debido a que
estd involucrado en todos estos sistemas se puede comprender por qué la
determinacion del NO en liquidos vy tejidos corporales ha cobrado muchas fuerzas en
los Ultimos anos (Gallardo, s.a.).

En grandes cantidades, el «eNO mata cualquier tipo de célula, inhibe el crecimiento
de muchos patdégenos incluyendo bacterias, hongos y pardsitos, en especial
patdégenos intfracelulares; posee ademds, un papel importante en el sistema
inmunolégico y en la inflamacién (Ruiz, Andamayo, Castillo, Ruiz y Navarro, 2010).

La cuantificaciéon de «NO es dificil en medios bioldgicos, debido a su corta vida
media (de 6 a 10 segundos) y a sus bajas concentraciones y por eso se cuantifican
sus metabolitos estables: nitrito y nitrato (Adarmes, Solis, MUller y Galleguillos, 2009).

Se determind la concentracion de nitrito utilizando la reaccidn de Griess, que
detecta especificamente nitrito y no a nitrato.

El reactivo de Griess se preparé mezclando una solucion de N-1-(naftil) etilendiamina
dihidrocloruro (0.2% p/v en agua) con una soluciéon de sulfanilamida (1% en dcido
fosforico al 5%).

Se elabord una curva patron con NaNO2 TmM, en un rango de 0 a TmM, teniendo
como volumen final TmL, a lo cual se le anadird 2mL de del reactivo de Griess. Para
la cuantificacion se fomaran 100 uL de las muestras completando el volumen a 1mlL,
dando el mismo fratamiento que a la curva patréon. Se leerd a 540nm después de
cinco minutos de incubacion en la oscuridad (Adarmes et al., 2009).

Fig. 21 Curva de calibracién de nitritos

7.14 Actividad enzimdtica de catalasa por el método de Chance y Machely

La actividad enzimdtica de la catalasa se realizd midiendo la descomposicion del
perdxido de hidrdgeno 30mM a 240nm en amortiguador PBS (Diaz et al, 2010)
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Se colocaron 3mL del sustrato y 25uL de muestra, resuspendiendo cuidadosamente y
leyendo inmediatamente en espectrofotdbmetro UV a 240nm, se registrdé la
absorbancia obtenida cada 10 segundos durante 1 minuto.

Posteriormente se calculd el cambio de absorbancia a 240nm por minuto (AA24) de
la pendiente lineal de la grafica Ao contra el tiempo. Para calcular la actividad de
la catalasa se utilizd la siguiente ecuacion:

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

Donde € es el coeficiente de extincion molar del H2O2 a 240nm (37.36umol' mL Abs) y
FD el factor de dilucion. La ecuacion se corrigid por la concentracion de proteina en
cada muestra (Método de Biuret).

7.15 Cuantificacion de peroxidacion lipidica en plasma y homogenado de
higado

Como indicador directo del dano celular y de la peroxidacion lipidica se utiliza el
MDA, gque es uno de los productos finales de la reaccion, y cuya determinaciéon en
tejidos, plasma u orina, es uno de los métodos principales para evaluar el estrés
oxidativo (Rojas y Martinez, 2010). La cuantificacion de peroxidacion lipidica se
realizé por el método de TBARS.

Se tomaron 100uL de muestra, 100uL de buffer TRIS-HCL, 100uL de sulfato de hierro
FeSO4 y 100uL de dcido ascorbico, se completé el volumen a ImL con agua
destilada y se puso a incubar por 15 minutos a 37°C, se anadié TmL de TCAy 2mL de
TBA y se puso a incubar por 15 minutos a 100°C, posteriormente se centrifugd a 3000
rom durante 10 minutos y se leyd la absorbancia del sobrenadante a 532nm.

Se empled el coeficiente de extincion molar de malondialdehido para obtener la
concentracion. Con la siguiente ecuacion

C=As32/EP

Donde E es el coeficiente de extincion molar del MDA a 532nm (155mM-Tcm ) y P es
el grosor de la fotocelda (1cm).

Reactivos

Acido ascérbico 1.5mM, Sulfato de hierro 1TmM, TCA (10%) écido tricloroacético, TBA
dcido tiobarbitirico, TRIS 150mM.

7.16 Andlisis estadistico

Los resultaros se sometieron a un andlisis estadistico ANOVA, considerando un nivel
de confianza de p<0.05.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Registro de informacién etnobotdnica

El resultado de la entrevista dirigida al curandero de la localidad abarcd cuatro
puntos importantes como: el uso medicinal que le dan a la planta, parte de la
planta que utilizan en la localidad, forma de uso y fiempo de tratamiento; arrojando
como resultado lo siguiente:

Tabla 4. Informacidn recaudada de la entrevista dirigida

Nombre comun Cacahuatillo

Uso medicinal que le dan a la planta Inflamacidén y dolor en el rindn
Parte de la planta utilizada Planta completa

Forma de uso Té

Tiempo de tratamiento Hasta que se sienta mejoria

8.2 Rendimiento de los exiractos acuosos e hidroalcohdlicos de Crotalaria
retusa

El rendimiento obtenido por cada uno de los extractos se calculd mediante la
siguiente reaccién:

Rendimiento (%) = P.100/m

Donde P es el peso del extracto seco obtenido (g) y m es el peso del material
vegetal (g) (Tolosa y Canizares, 2002). En la tabla 5 se muestran el rendimiento de los
extractos de las diferentes estructuras vegetales.

Tabla 5. Rendimiento de los ocho extractos de Crotalaria retusa

Rendimiento de los exiractos (%)

Extracto Hoja Tallo Raiz Planta completa
Acuoso 3.849% 1.193% 0.453% 1.238%
Hidroalcohdlico 7.690% 2.400% 0.226% 1.437%
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AH AT AR AP.C H.H H.T HR H.P.C
Fig. 22 Color de los exfractos acuosos e hidroalcohdlicos de Crotalaria retusa

8.3 Cuantificacion de azicares totales presentes en Crotalaria retusa

Se realizé la cuantificacion de los azdcares presentes en los extractos de hoja, tallo,
raiz y planta completa de Crotalaria retusa debido a su importancia al momento de
proporcionar energia a la planta para realizar trabajo metabdlico y crecimiento,
entre otras actividades importantes.

Tabla 6. Concentraciéon de azlcares totales en extractos de Crotalaria retusa.

Extracto Concentracién
1. Acuoso hoja 70.93pug/ml
2. Acuoso tallo 57.61ug/ml
3. Acuoso raiz 61.70ug/ml
4. Acuoso P.C. 45.07ug/ml
5. Hidroalcohdlico hoja 53.88ug/ml
6. Hidroalcohdlico tallo 34.71ug/ml
7. Hidroalcohdlico raiz 50.36pg/ml
8. Hidroalcohdlico P.C. 26.94ug/ml

Blanco AH AT AR AP.C H.H H.T H.R H.P.C

Fig. 23 Color de los exiractos acuosos e hidroalcohdlicos de Crotalaria retusa al cuantificar
carbohidratos comparados con la muestra blanco.
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8.4 Andlisis fitoquimico preliminar de los extractos de Crotalaria retusa

Los extractos fueron sometidos a diferentes reacciones coloridas especificas para la
evaluacion de los metabolitos secundarios de interés. A partir del exitracto seco
obtenido se preparé cada extracto a una concentracion de 0.01g/mL y de este se
tomaron 500ulL para la realizacion de las pruebas colorimétricas de identificacion.

Como resultado se obtuvo la presencia de Alcaloides, Flavonoides, Glicdsidos
cardiotdnicos, Esteroides, Polifenoles, Taninos y Saponinas en extractos acuosos

(Tabla 7).

Tabla 7. Identificacion de metabolitos secundarios en extractos acuosos

Metabolito

Alcaloides

Flavonoides
Glicosidos
cardiotonicos
Esteroides
Polifenoles

Taninos

Saponinas

Cumarinas

Prueba

Dragendorff
Wagner
Mayer
Shinoda

Baljet
Keller-Killani
Lieberman B.
Folin-Ciocalteu
Gelatina-sal
Cloruro férrico

Espuma

Hidroxamato férrico

Acuoso
hoja

++

+++

++

+++

+++
++

+++

+++

Acuoso
tallo

++

+++
++
++

++

Acuoso
raiz

++

++

++

Acuoso
P.C.

+++
+++
+++
+++

++

++
++
+++

+++

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No detectado
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De igual forma se identificaron Alcaloides, Flavonoides, Glicésidos cardiotonicos,
Esteroides, Polifenoles, Taninos y Saponinas en extractos hidroalcohdlicos (Tabla 8).
Siendo facil reconocer que los extractos acuosos fueron los que arrastraron mayor

numero de metabolitos secundarios.

Tabla 8. Identificacion de metabolitos secundarios en extractos hidroalcohdlicos

Metabolito

Alcaloides

Flavonoides
Glicosidos
cardiotonicos
Esteroides
Polifenoles

Taninos

Saponinas

Cumarinas

Prueba

Dragendorff
Wagner
Mayer
Shinoda

Baljet
Keller-Killani
Lieberman B.
Folin ciocalteu
Gelatina-sal
Cloruro férrico

Espuma

Hidroxamato férrico

H. A.
hoja

++

+++

++

+++

++

++

+++

H. A.

tallo

+++

++

++

++

H.A. raiz

++

H.A. P.C.

++

+++

++

++

++

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No detectado
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Para cada estructura de la planta los metabolitos secundarios identificados fueron
diversos (Fig. 23), identificando mayor presencia en el extracto acuoso de planta
completa, destacando por resultar positivo a siete de los ocho metabolitos durante
las pruebas colorimétricas. Este extracto acuosos de planta completa estd
preparado como se utiliza en la localidad de Limén Chiquito.

PLANTA COMPLETA (hoja, TALLO

tallo, raiz, flor, fruto y Exiracto acuoso:

Evaluacién de la actividad antioxidante de los exiractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de céncer %

Feria) <Y dlcaloides, esteroides,
Extracto acuoso: 7 polifenoles, taninosy
alcaloides, flavonoides,  w saponinas.
iy L Exracio hidroaicohoico:
taninos y saponinas. 22 0Ica!o@es_, gl|c05|do§

cardioténicos, esteroides,
Extracto hidroalcohdlico: < B polifenoles, taninosy
alcaloides, glicésidos & Thad saponinas.
cardioténicos, esteroides
y polifenoles.

HOJAS
_y Exiracto acuoso:

_.=~"  dlcaloides, flavonoides,
glicésidos cardioténicos,
esteroides, polifenoles,

. taninos y saponings.

" ~» Exiracto hidroalcohélico:
alcaloides, glicésidos
cardiotonicos, esteroides,
polifenoles y taninos.

RAIZ

Extracto acuoso:

alcaloides, glicésidos
cardioténicos, esteroides,
polifenoles, taninos y -
saponinas.

Extracto hidroalcohdlico: -
alcaloides, flavonoides,
glicésidos cardioténicosy
esteroides.

C KG"":"‘“

Fig. 24 Metabolitos secundarios identificados en cada uno de las estructuras de Crotalaria retusa.
Imagen originalmente publicada en The toxic Plants of Western Australia (1956). Tomada y modificada
de https://www.anbg.gov.au/gallery/crotalaria-retusa-gardner-c-a.himl
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En la siguiente figura se muestra la coloracion que tomo cada extracto después de
someterlos a las pruebas colorimétricas de identificacion. Los tubos se encuentran en
el siguiente orden: acuoso hoja (A.H), acuoso tallo (A.T), acuoso raiz (A.R), acuoso
planta completa (A.P.C), hidroalcohdlico hoja (H.H), hidroalcohdlico tallo (H.T),
hidroalcohdlico raiz (H.R), hidroalcohdlico planta completa (H.P.C).

Alcaloides

Reactivo de Dragendorff. La prueba es positiva al dar precipitado naranja o rojizo.
AH AT AR  APC  HH H.T H.R H.P.C

Reactivo de Wagner. La prueba es positiva al dar precipitado naranja o rojizo.

AH AT AR AP.C H.H H.T H.R H.P.C

Reactivo de Mayer. La prueba es positiva si se presenta un precipitado blanco o
color crema.

AH AT AR AP.C H.H H.T H.R H.P.C

Flavonoides

Reactivo de shinoda. La prueba es positiva si hay coloracion rojiza, naranja o violeta.

AH AT AR APC HH H.T H.R H.P.C
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Glicdsidos cardiotonicos

Prueba de Baljet. La prueba es positiva si se presenta un precipitado o coloracion
rojiza.

AH AT AR AP.C H.H H.T H.R H.P.C

Prueba de KellerKilliani. La prueba es positiva si hay coloraciéon verde o parda.

AH AT AR AP.C H.H H.T H.R H.P.C

Esteroides

Prueba de Lieberman-Burchard. La muestra vira a roja-naranja en presencia de
nucleo friterpenico, si la coloracion es azul-verde, indica la presencia de nucleo
esteroide.

Polifenoles

Método de Folin Ciocalteu. La prueba es positiva cuando hay coloracion azul.
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Taninos

Prueba de gelatina sal. La prueba es positiva en presencia de precipitado blanco.

AH AT AR H.T HR

AP.C H.H H.P.C

Reaccidon de cloruro férrico. La prueba es positiva con coloracién verde, azul o
negra.

AH AT AR AP.C H.H H.T H.R H.P.C

Saponinas

Prueba de la espuma. La prueba es positiva si transcurrido un tiempo de dejarlo de
agitar se mantiene la espuma.

Cumarinas

Prueba de hidroxamato férrico. La prueba es positiva si se observa una coloracion
rojiza

Fig. 25 Pruebas de identificacion de metabolitos secundarios en los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de Crotalaria retusa.
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Posterior al andlisis fitoquimico preliminar de los extractos de Crotalaria retusa se
cuantificaron los metabolitos secundarios que dieron como positivo a las pruebas
colorimétricas en los extractos. A partir del extracto seco obtenido se prepard cada
extracto a una concentracién de 0.01g/mL y de este se tomaron 50uL para la
realizacion de las pruebas de cuantificacion.

En la siguiente tabla se muestran las cantidades expresadas en ug/mL de metabolito
para cada extracto.

Tabla 9. Concentracion de metabolitos secundarios en los extractos de Crotalaria retusa.

Metabolito
(expresados
como
equivalentes)
Alcaloides
(Cafeina)

Flavonoides
(Quercetina)

Glicésidos
cardioténicos
(Digoxina)

Esteroides
(Colesterol)

Polifenoles
(Ac. Gdlico)

Taninos
(Ac. Tanico)

Saponinas
(Sapogenina)

Extracto

ACUOSO

Hidroalcohdlico

ACUOSO

Hidroalcohdlico

ACUOSO

Hidroalcohdlico

ACUOSO

Hidroalcohdlico

ACUOSO

Hidroalcohdlico

ACUOSO

Hidroalcohdlico

ACUOSO

Hidroalcohdlico

Hoja

237.109ug/mL

96.900pg/mL
0.0429ug/mL

0.0167ug/mL
9.95ug/mL

9.62ug/mL

124.578ug/mL

144.204pg/mL
10.721ug/mL

14.803ug/mL
1.199ug/mL
1.722ug/mL
11.938ug/mL

4.744ug/mL

Concentracién ug/mL

Tallo

89.321ug/mL

74.434pg/mlL
0.0076pg/mL

0.0056pg/mL
4.55pg/mL

3.38ug/mL

36.534pg/mL

12.581pug/mL
8.483ug/mL

7.994ug/mL
1.722ug/mL
0.984pg/mL
2.653ug/mL

1.938ug/mL

Raiz

57.923ug/mL

27.067ug/mL
0.0046ug/mL

0.003Tug/mL
3.64ug/mL

1.56ug/mL

12.338ug/mL

2.899ug/mL
6.733pg/mL

0.771ug/mL

4.438ug/mL

0.05Tpg/mL

Planta
completa

197.049ug/mL

117.20Tug/mL
0.0180ug/mL

0.0165ug/mL
4.61ug/mL

4.09ug/mL

56.61ug/mL

17.662ug/mL
6.639ug/mL

8.464ug/mL
5.905pg/mlL
3.106pg/mL
3.826ug/mL

2.959ug/mL

Marmolejo Gutiérrez Clarisa Estefania

Pagina 63



Evaluacién de la actividad antioxidante de los exiractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de céncer ENNOGZA

En la siguiente figura se muéstrala coloracion que tomo cada extracto con las
pruebas de cuantificacion. Los tubos se encuentran en el siguiente orden: Blanco,
acuoso hoja (A.H), acuoso tallo (A.T), acuoso raiz (A.R), acuoso planta completa
/A.P.C), hidroalcohdlico hoja (H.H), hidroalcohdlico tallo (H.T), hidroalcohdlico raiz
(H.R), hidroalcohdlico planta completa (H.P.C).

Alcaloides

Blanco A.H AT AR AP.C HH H.T H.R H.P.C

Flavonoides

Blanco AH AT AR APC H.H HT HR HPC

Glicosidos cardiotonicos

Blanco Digoxina AH AT AR APC HH HT HR HPC

Blanco A.H AT AR APC HH H.T H.R H.P.C
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Blanco AH AT AR AP.C HH H.T H.R H.P.C

Taninos

o

Blanco AH AT AR AP.C HH H.T HR HP.C

Saponias

Blanco AH AT AR AP.C H.H H.T HR HP.C

Fig. 26 Pruebas de cuantificacion de metabolitos secundarios en los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de Crotalaria retusa.
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8.6 Seguimiento de la induccion del carcinoma

El peso de los ratones fue registrado semanalmente durante todo el desarrollo del
experimento, observando en todos los grupos un aumento constante de peso. Al
finalizar el experimento el grupo tratado con el extracto acuoso de planta completa
presento durante todo el experimento pesos muy parecidos al grupo negativo
tratado con DMBA (Grdfico 1). Los grupos tratados con extracto de hoja acuoso e
hidroalcohdlico mantuvieron un aumento de peso normal (Grdfico 2). El grupo
tratado con el extracto acuoso de tallo fue el que presento el peso mds bajo, siendo
incluso mds bajo que el grupo negativo fratado con DMBA, manteniéndose muy

iregular durante todo el proceso (Grdafico 3).
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Grdfico 1. Peso corporal de ratones tratados con DMBA, extracto acuoso de Planta completa y
DMBA+Planta completa acuoso.
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Grdfico 2. Peso corporal de ratones fratados con DMBA, extracto acuoso de Hoja, extracto
hidroalcohdlico de Hoja y DMBA + Hoja acuoso.
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Grdfico 3. Peso corporal de ratones tratados con DMBA, exiracto acuoso de Tallo y DMBA + Tallo
acuoso.
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8.7 Actividad enzimdtica de la catalasa en plasma y homogenado de
higado

Se observa que los tratamientos de hoja acuoso, y planta completa acuoso de
Crotalaria retusa en los grupos experimentales inducidos a cdncer de mama con
DMBA disminuyeron significativamente la actividad plasmdatica de catalasa con
respecto al control positivo inducido a cdncer con DMBA, por el contrario el
tfratamiento con tallo acuoso del grupo inducido con cdncer no presento
disminucion significativa de la actividad plasmdatica de catalasa.

Los resultados obtenidos de los grupos tratados Unicamente con los extractos de
Crotalaria retusa (sin induccion de cdncer) hoja hidroalcohdlico, hoja acuoso,
planta completa acuoso y tallo acuoso, mostraron una disminucion significativa en
la actividad plasmdatica de catalasa con respecto al control positivo inducido a
cancer de mama con DMBA (Grdfico 4).
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Grdfico 4. Efecto de los extractos de Crotalaria retusa sobre la actividad enzimdtica de la
catalasa (UCAT/mg proteina) en plasma sanguineo de ratones hembra de la cepa CD-1.
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Evaluacidn de la actividad antioxidante de los extractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de cdancer EAROZ

En homogenado de higado, la actividad enzimdtica de la catalasa no mostrd
diferencia significativa en ningun tratamiento con respecto al control positivo
inducido a cdncer de mama con DMBA. Por otra parte, el grupo inducido a cdncer
y fratado con el extracto de hoja acuoso mostrd significativamente un aumento en
la actividad de la catalasa con respecto al grupo control (Grdfico 5).
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Grdfico 5. Efecto de los exiractos de Crotalaria retusa sobre la actividad enzimdtica de la catalasa
(UCAT/mg proteina) en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1.
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8.8 Concentracion de nitritos en plasma y homogenado de higado

Los resultados obtenidos muestran una disminucién estadisticamente significativa de
la concentracion de nitritos en plasma sanguineo en el grupo inducido a cdncer de
mama con DMBA vy fratado con el extracto de hoja acuoso, comparado con el
control positivo inducido a cancer de mama con DMBA (Grdfico 6).
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Grdfico 6. Efecto de los exiractos de Crotalaria retusa sobre la concentracion de nitritos
(mM/mg proteina) en plasma de ratones hembra de la cepa CD-1.
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La concentracion de nitritos en homogenado de higado no muestra diferencia

estadisticamente significativa en ninguno de los tratamientos (Grafico 7).
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Grdfico 7. Efecto de los extractos de Crofalaria retusa sobre la concentracién de nitritos
(mM/mg proteina) en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1.
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8.9 Cuantificacion de peroxidacion lipidica en plasma y homogenado de
higado

Se observdé que el fratamiento con todos los extractos de Crotalaria retusa
disminuyen la concentracion de MDA con respecto al control positivo inducido a
cancer de mama con DMBA, disminuyendo también significativamente la
concentracion de MDA en el control negativo y el vehiculo con respecto al control
positivo (Grafico 8).
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Grdfico 8. Efecto de los exiractos de Crotalaria retusa sobre la concentracion de MDA (mg/mL)
en plasma de ratones hembra de la cepa CD-1.
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En homogenado de higado la concentracion de MDA resulto ser estadisticamente

no significativo en ninguno de los tratamientos (Grdfico 9).
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Grdfico 9. Efecto de los exiractos de Crotalaria retusa sobre la concentraciéon de MDA (mg/mL)

en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1.
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IX. DISCUSION

Desde las épocas mds remotas de la humanidad, las sociedades han recurrido al
uso de las plantas como fuente de medicamentos, actualmente tanto los paises
desarrollados como los que se encuentran en vias de desarrollo han aumentado la
utilizacion de las plantas medicinales o productos derivados de éstas (Cruz y Castillo,
2008). Esto puede deberse al elevado precio de los medicamentos convencionales,
a los efectos colaterales que algunos producen, el facil acceso a las especies
vegetales, a la tendencia que hay en las comunidades rurales de respetar y
mantener los conocimientos fransmitidos de sus ancestros y a su confianza en la
eficacia de las plantas como medicinales (Chifa y Ricciardi, 2004).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 80% de la poblacion mundial
recurre a la medicina tradicional para atender sus necesidades de atenciéon
primaria de salud, lo que ha provocado un aumento en el interés cientifico para la
comprobacién de las propiedades atribuidas a estas plantas, y el interés por
conocer las plantas que con fines medicinales utilizan las distinfas comunidades
(Cruz y Castillo, 2008).

El género Crotalaria es uno de los mds grandes géneros de la familia Fabdcea con
aproximadamente 690 especies, dentro del género se han realizado disfintos
estudios anatdmicos, citoldégicos, etnobotdnicas, fisioldgicos, fitoquimicos,
viroldgicos, etc., y se han descrito diversos usos como fertilizante orgdnico, forrgjes,
lucha contra nematodos, en la medicina popular y actividades farmacoldgicas
(Magon et al., 2013).

El estudio etnobotdnico de Crotalaria retusa refleja que en la comunidad de Limoén
Chiquito la especie posee propiedades antiinflamatorias, lo que contrasta con el
uso como analgésico para picaduras de escorpion, infecciones de la piel y
combinada con Crotalaria quinquefolia actua contra la fiebre, uso que se le da en
otras regiones de donde es originaria
(http://tropical.theferns.info/viewtropical.php?id=Crotalaria+retusa). En la zona del
Caribe el uso de esta especie con fines medicinales estd muy extendido, pero se
han descritfo numerosos casos de intoxicacién, descubriendo con el historial
detallado que es debido al uso regular y prolongado del remedio (Bruneton, 2001),
semejante a como lo usan en Limén Chiquito donde la planta es utilizada hasta que
se sienta una mejoria y disminucion en el malestar. Siendo este un problema general
de la fitoterapia popular pues no se lleva un control sobre la dosis y la calidad del
producto, lo que propicia riesgos y danos a la salud (Schlaepfer y Mendoza, 2010).

De la misma forma, el uso de la planta completa en la comunidad de Limdn
Chiguito podria no ser tan recomendable debido a las multiples descripciones en las
que se considera a la semilla como téxica (Nobre et al., 2005) o como causa de
envenenamientos (Riet et al., 2011).

Con el desarrollo de la quimica, se ha logrado el aislamiento de los elementos
activos de las plantas, y reproducir la actividad de los extractos crudos con la dosis
equivalente del principio activo aislado, también se han podido sintetizar estos
principios activos o moléculas bioactivas estructuralmente relacionadas (Schlaepfer
y Mendoza, 2010).
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Conociendo esto, se abre un predmbulo para la realizacidn de un estudio
fitoquimico de Crotalaria retusa, con el cual es posible la identificaciéon de los
metabolitos responsables de su accion terapéutica y mejor conocimiento de su uso
medicinal (Venegas, 2012), en la Localidad de Limdén Chiquito.

Un factor importante en la evolucion de las plantas ha sido el referente a los
llomados metabolitos secundarios (Granados et al., 2008).

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los
seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples (Avalos y
Pérez, 2009). Se conoce que la vida en la tierra depende en gran medida de la
transformacién de carbono y energia solar en moléculas de azucares ricos en
energia quimica, y su consiguiente produccion de Oxigeno. En las plantas, la
producciéon de azUcar a través de la fotosintesis es un proceso vital, que mediante
diferentes reacciones llega al proceso de glucdlisis y consecuentemente a la
respiracion celular o biosintesis de otras moléculas (Sdez, 2013). Las principales rutas
de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo primario del
carbono (Avalos y Pérez, 2009), lo que hace a los carbohidratos productos de vital
importancia para la produccién de metabolitos secundarios.

En el presente estudio, antes de realizar el andlisis fitoquimico a Crotalaria retusa, se
hizo la cuantificacion de carbohidratos totales en cada uno de los extractos, los
resultados indican que existe una relacién entre la concentracion de azucares y la
cantidad de metabolitos secundarios. En la tabla 6 se muestran las cantidades de
azUcares totales de cada extracto, se observd que los extractos acuosos contienen
mds azucares que los hidroalcohdlicos, tal como en las pruebas de identificacion
donde algunos metabolitos resultaron negativos para los extractos hidroalcohdlicos y
positivos en los extractos acuosos para el mismo metabolito, de la misma forma el
extracto de hoja acuoso presenta el nivel mds alto de azUcares, 70.93ug/mL, lo que
confirma, dada las concentraciones de metabolitos y a las pruebas de
identificacidn que si existe una relacidn directamente proporcional con los niveles
de azUcares (moléculas del metabolismo primario) y los compuestos del
metabolismo secundario.

En un tiempo, los metabolitos secundarios fueron considerados sustancias de
desecho (Granados et al., 2008), debido a que no tienen una funcidn aparente en el
metabolismo primario de los organismos que las producen (Anaya y Espinosa, 2006).
Actualmente se sabe que los productos del metabolismo secundario tienen
funciones ecoldgicas especificas como por ejemplo, ser atrayentes o repelentes de
animales con pigmentos que proporcionan color a flores y frutos jugando un papel
esencial en la reproduccidén, atrayendo a insectos polinizadores o a animales que
van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la
dispersion de semillas; otfros tienen funcidn protectora frente a predadores,
actuando como repelentes proporcionando a la planta sabores amargos,
haciéndolas indigestas o venenosas y también intervienen en los mecanismos de
defensa de las plantas frente a diferentes patdgenos, actuando como pesticidas
naturales (Avalos y Pérez, 2009).

Por ejemplo los alcaloides sintetizados por Crotalaria retusa, son parte de una
respuesta general de defensa (Sepulveda et al., 2003), en el que las partes efimeras
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como flores, frutos o retonos, suelen estar protegidas por toxinas que aparecieron
como respuesta a los consumidores (Granados et al., 2008).

En las especies de Crotalaria se conoce una adaptacion en la que las larvas de
Uteheisa ornatrix L. secuestran el alcaloide monocrotalina y lo retienen durante su
metamorfosis hasta la etapa adulta, durante el apareamiento los alcaloides son
utilizados para la sintesis de feromonas, usadas como senales por el macho para
atraer a la hembra; en la copulacién, la hembra recibe los alcaloides del macho
gue junto con sus alcaloides son tfransmitidos hasta el huevo, sirviendo de proteccion
contra insectos depredadores. Debido a los alcaloides, tanto el huevo, como las
larvas y los adultos muestran sabores desagradables para sus depredadores
(Sepulveda et al., 2003).

Independientemente del uso que tienen en las plantas y en otros organismos, los
metabolitos secundarios presentan propiedades medicinales (Hinojosa et al., 2013),
ya que en virtud de su estructura son quimicamente reactivos, es decir, son aptos
para ingresar en los sistemas vivos, interactuar y cambiar la estructura de un receptor
o blanco molecular, y penetrar en las células donde pueden afectar varios procesos
fisioldgicos (Anaya y Espinosa, 2006).

Con los antecedentes expuestos, el estudio se enfocd en redlizar el andlisis
fitoquimico de Croftalaria retusa, ya que es posible la identificacion de algunos de los
componentes quimicos responsables de los efectos preventivos-terapéuticos y con
ello contribuir a la base cientifica para su uso apropiado (Ruiz-Reyes et al., 2010).

El andlisis consistid en la realizacion de extractos acuosos e hidroalcohdlicos, que
fueron sometidos a pruebas fitoquimicas preliminares, las cuales consisten en una
reaccion quimica que produce alteracion rapida en la estructura molecular de un
compuesto, por ejemplo, la modificacién de un grupo funcional, la apertura de un
sistema anular, la formacidén de un aducto o un complejo, lo cual genera como
resultado una manifestacién sensible como el cambio de coloracién, la formaciéon
de un precipitado o el desprendimiento de un gas, lo cual indica la presencia o
ausencia de un metabolito secundario en particular (Mora et al., 2012).

Para la descripcion de los ensayos se utilizd el sistema cualitativo de cruces para
especificar la presencia o ausencia de los grupos de metabolitos siguiendo los
siguientes criterios: (+) Presencia escasa, (++) Presencia relativamente abundante,
(+++) Presencia abundante y (-) No detectado (Baldizdn, Dominguez, Garcia,
Chacoén y Aguilar, 2006). Posteriormente, los metabolitos identificados fueron
cuantificados, reportando en ug/mL las concentraciones.

Nuestro andlisis muestra la presencia de compuestos benéficos para la salud y Utiles
para la produccién de fdrmacos en la terapia contra el cdncer (Garcia, 2004)!,
como lo son los alcaloides, flavonoides, glicésidos cardiotdnicos, esteroides,
polifenoles, taninos y saponinas. Existen muy pocos reportes de la fitoquimica de
Crotalaria retusa, algunos corroboran la presencia de alcaloides, esteroides,
flavonoides y saponinas (Nagaraju et al., 2012), pero la mayoria de los estudios
quimicos realizados a la especie hacen referencia al alcaloide monocrotalina
(Nakka et al., 2013), (Maia et al., 2013). Por lo que el presente estudio puede
presentarse como uno de los primeros reportes en los que se hace un andlisis
fitogquimico mds completo a la especie.
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Partiendo de esto y de los estudios anteriores realizados a Crotalaria retusa, se sabe
que uno de los metabolitos mayormente sintetizados por la planta, son los
alcaloides, reconocidos en la industria farmacéutica, pues se han probado en
diferentes patologias para las que ahora es bien aceptado su uso (Jin et al., 2012).
Acorde con estos resultados, en nuestro estudio comprobamos que el metabolito
mas sintetizado por Crotalaria retusa son los alcaloides (tabla 9).

De acuerdo a sus propiedades antfioxidantes y anticancerigenas destacan la
camptotecina, un inhibidor de la topoisomerasa | y vinblastina, que interactua con
tubulina (Jin et al., 2012), la vincristina, es usada como antficancerigeno (Palacios et
al., 2004), las betacianinas presentan una actividad antioxidante mayor a la de otros
compuestos antioxidantes ya conocidos, en algunos estudios se demostrdé que la
sintesis de betacianinas es inducida por el organismo de las plantas cuando se
encuentran en un sistema que genera H202, proponiendo que las betacianinas
atrapan el exceso de ERO producido bajo condiciones de estrés, confribuyendo a
mantener el estado oxido-reduccion en equilibrio (Sepulveda et al., 2003). Esto lleva
relacién con los resultados de la evaluacion en la enzima catalasa, que como se
observa en el grdfico 4, los tratamientos de hoja acuoso, y planta completa acuoso
de Crotalaria retusa en los grupos experimentales inducidos a cdncer de mama con
DMBA disminuyeron significativamente la actividad plasmdtica de catalasa con
respecto al control positivo inducido a cdncer con DMBA, pues estos mismos dos
extractos son los que mostraron la mayor concentracion de alcaloides, con
237.109ug/mL del extracto de hoja acuosos y 197.049ug/mL para el extracto de
planta completa.

Oftro alcaloide conocido por su amplia gama de bioactividades es la berberina, con
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antidiabetes, etc. Varios estudios
han demostrado que la berberina tiene potenciales anticancerigenos al interferir
con los multiples aspectos de la tumorugénesis y la progresion tumoral tanto en
experimentos in vitro como in vivo. La evodiamina pose efectos ansioliticos,
anfiinflamatorios,  antialérgicos y  anticancerigenos; exhibe  actividades
antficancerosas tanto in vitro como in vivo induciendo la detencién del ciclo celular
o la apoptosis, inhibiendo la angiogénesis, la invasidn y la metdstasis en una
variedad de lineas celulares de cdncer. Presenta potenciales anticancerigenos a
concentraciones micromolares e incluso a nivel nanomolar en algunas lineas
celulares in vifro (Jin et al., 2012).

Debido a tales efectos comprobados, se cree que la fuente de alcaloides con
potencial anticancerigeno es muy extensa, con variadas —actividades
farmacoldgicas, y con focos de investigacién también muy diferentes, centrdndose
algunas en la prevencion del cdncer, mientras que la mayoria de las investigaciones
con alcaloides se enfocan en la quimioterapia contra el cdncer, especialmente en
la evaluacion de la actividad antiproliferativa (Jin et al., 2012).

Aunqgue los alcaloides sean los mds reportados en el género Crotalaria, en el
presente estudio, sobre Crotalaria retusa, los esteroides presentaron también
elevadas concentraciones, siendo 144.204ug/mL, el valor mds alto, obtenido del
extracto hidroalcohdlico de hoja.
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Los esteroides son metabolitos secundarios derivados de los ftriterpenoides,
compuestos de importancia medicinal por sus propiedades antficarcinogénicas,
antfiulcerosas, antimalariales, antfimicrobianas, etc. La principal funcidn de los
esteroides en plantas es formar parte de las membranas y determinar su viscosidad y
su estabilidad (Avalos y Pérez, 2009). Se han reportado esteroides con elevada
actividad antioxidante, como el ciclostadienol (4-metil-esterol), que pueden
reaccionar rdpidamente con los radicales libres de los lipidos para formar otros
radicales relativamente estables, ademds de interrumpir la reaccién en cadena de
la autooxidaciéon de los lipidos (Maestro y Borja, 1993). Se demostrd entonces, que
cuando se aplicaron los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Crotalaria retusa
que confiene elevadas canfidades de esteroides, disminuyen significativamente |la
concentracion de MDA en plasma, es decir disminuye el dano en las membranas
celulares y en consecuencia a sus funciones fisiolégicas. Se puede observar en el
grafico 8 que el grupo tratado con exiracto de hoja hidroalcohdlico es el que
presenta mayor diferencia significativa con respecto al control negativo tratado con
DMBA. La concentracion de MDA en higado no demostrd diferencias significativas, a
pesar de esto al observar el gréfico 9, es evidente ver que si existe diferencia en los
niveles de MDA entre el grupo positivo y el grupo tratado con extracto de planta
completa, que de igual manera toma relacion con la cantidad de esteroides, al ser
el tercer extracto con mayor cantidad de este compuesto con 56.61ug/mL (tabla 9).

Se ha demostrado también, que existen algunos esteroides que son capaces de
inhibir la dxido nitrico sintetasa (Avila, Amaya, Martinez y Moreno, 2014), por lo que al
observar el grdfico 6 y las concentraciones de esteroides, se demuestra que el
efecto de Crotfalaria retusa sobre la concenfracion de Oxido nitrico en plasma
sanguineo disminuyd significativamente en el grupo inducido a cdncer y tratado
con extracto de hoja acuoso (124.57ug/mL de esteroides), ademds demuestra
diferencia notable aunque no significativa con el tratamiento de los demds
extractos. Esto se fraduce en buenos resultados, pues es bien sabido que él «NO es
un radical que establece condiciones patoldgicas tales como el estrés nitrosante,
nitracién de proteinas, peroxidacion de biomoléculas, hidroxilaciones, alteraciéon de
vias de senalizacion, etc. (Guzmdn, Veldzquez y Sierra, 2006).

De los metabolitos cuantificados, los polifenoles demostraron altos niveles,
colocandose como el tercer metabolito con mayor concentracion en Crotalaria
retusa. Este tipo de compuestos son a los que se les confiere el mayor poder
antioxidante y secuestradores de radicales libres (Sotelo et al., 2010). La capacidad
de los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas, y para interferir
consecuentemente en mecanismos de senalizacién y en distintos procesos celulares,
puede deberse, a las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos, que les
permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de &xido-
reduccion. Sus propiedades antfioxidantes justifican muchos de sus efectos
beneficiosos (Quinones et al., 2012).

Se ha evaluado que uno de los factores mds importantes para que los polifenoles
adquieran su alto poder como antioxidantes es la energia de disociacion del enlace
fendlico O-H, que conforme es mds débil, es mas facil transferir sus dtomos de
hidrogeno. Ofro pardmetro fisicoquimico importante para evaluar la eficacia
antfioxidante de los polifenoles es el potencial de ionizacién, debido a que por
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medio de la fransferencia de un solo electron, el polifenol dard lugar a un cation
radical estable, entonces en cuanto mds bajo sea el potencial de ionizacién, mas
facil serd la fransferencia de un electron (Munin y Edwards, 2011).

Otra forma de actuar es inactivando los iones de hierro por quelacion y, por
consiguiente, suprimir la reaccion de Fenton impulsada por superdxido, que se cree
es la fuente mds importante de ERO perjudicial; también pueden actuar como
potentes inhibidores de las enzimas generadoras de ERO, como la xantina oxidasa,
la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa (Munin y Edwards, 2011).

Actualmente se desarrollan numerosas investigaciones sobre el tema, en los que se
ha demostrado que los compuestos polifendlicos pueden capturar directamente
ERO tales como radicales superdxido (Oz2¢), perdxido de hidrégeno (H20:2), radical
hidroxilo (HO*), oxigeno singulete (102) o radicales peroxilo (RO2¢) (Munin y Edwards,
2011), ademds de que pueden interferir con los sistemas de detoxificacion celular,
como la superdxido dismutasa, la catalasa o la glutation peroxidasa (Quinones et al.,
2012). Estos compuestos polifenolicos, demostraron encontrarse en altas
concentraciones en todos los extractos, excepto en el de raiz hidroalcohdlico,
siendo muy evidente la diferencia. Se encontraron predominantemente en los
extractos de hoja hidroalcohdlico (14.80ug/mL) y hoja acuoso (10.72ug/mL), en los
demds extractos las concentraciones fueron muy parecidas.

Debido a las funciones benéficas para la célula, y para el mantenimiento del
equilibrio enfre oxidantes y antioxidantes (Sotelo et al., 2010), los polifenoles son uno
de los compuestos con mayor repercusidn en los marcadores de estrés aqui
evaluados, en primer lugar, la actividad enzimdtica de la catalasa en plasma
disminuyd significativamente con el fratamiento de hoja y planta completa acuosos
en grupos inducidos a cdncer, y con el tratamiento de hoja acuosos e
hidroalcohdlico, tallo y planta completa acuosos en grupos tratados sélo con la
planta, como segundo, los nitritos demuestran disminuir significativamente con el
tratamiento de hoja acuoso en plasma, y por Ultimo, como es observable en el
grdfico 8, la concentracion de MDA en plasma, que nos indica peroxidacion lipidica,
demostréd disminuir con el fratamiento de todos los extractos de la especie. La
peroxidacion lipidica estd asociada con la presencia de ERO, lo que causa dano a
las membranas celulares y a sus funciones fisioldgicas (Erisir, Benzer y Kandemir, 2009),
por lo que la presencia de polifenoles en los extractos de Crotalaria retusa,
comprueba que se puede evitar el dano celular por ERO.

Los glicésidos cardiotdnicos son otro tipo de metabolitos que se identificd en todas
las estructuras de la planta, su actividad farmacoldgica se fundamenta en la
aglicona, pero se modifica por la naturaleza del azdcar en el carbono 3 (Martinez y
Romero, 2011), ademds, el nUmero de hidroxilos tienen capacidad en aumentar la
actividad farmacolégica (Martinez, 2002).

La accion bioldgica de estos glicésidos, incluye actividad antiviral, anti-ATPasa y
antibacterial, entre ofras, ha estimulado multiples investigaciones que procuran el
aislamiento, caracterizacién y evaluacion de andlogos estructurales de este tipo de
metabolito (Amaringo et al., 2011).

A pesar de esto ejercen acciones similares, normalmente actuando sobre el musculo
cardiaco por inhibicibn de la bomba sodio potasio ATPasa dependiente,
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aumentando la contractilidad intrinseca de la fibra muscular (efecto indtropo
positivo) (Martinez y Romero, 2011), incrementando las fuerzas de contfracciéon del
musculo cardiaco (Martinez, 2002).

Esta clase de compuestos incluye fdrmacos bien conocidos tales como digitalis
(Newman, et al., 2008), que tiene un efecto diurético y por esta razén se utiliza en
tratamientos de nefritis, edemas y algunas enfermedades infecciosas (Martinez,
2002).

La digoxina, digitoxina y ouabaina son otro tipo de glicésidos que se utilizan para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva y como agentes anfiarritmicos,
sin embargo, es menos conocido el papel emergente de esta categoria de
compuestos en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades proliferativas tales
como el cancer.

Nuevos hallazgos en los Ultimos cinco anos han puesto de manifiesto que estos
compuestos estdn implicados en complejos mecanismos de fransduccidon de senales
celulares, dando como resultado un control selectivo del proceso tumorugénico.
Como tal, representan una forma prometedora de quimioterapia de cdncer dirigida
(Newman, et al., 2008).

La mayor concentracion de este metabolito estd dada para las hojas de Crotalaria
retusa, tanto en extraccidn acuosa como en exfraccion hidroalcohdlica con
concentraciones de 9.95ug/mL y 9.62ug/mL respectivamente, pudiendo inferir que
dicha estructura puede adquirir el valor farmacéutico reportado para este
compuesto, incluyendo el papel anticancerigeno.

Durante el seguimiento del carcinoma se observaron distintas reacciones de los
ratones a el tfratamiento con Crotalaria retusa.

En primera instancia, con respecto al peso de los ratones, se observd un aumento
normal para la mayoria de los grupos, a excepcién del grupo tratado con tallo, esto
puede deberse a los factores antinutricionales que representan algunos de los
metabolitos, inhibiendo la digestion al limitar la absorcién de los alimentos (Garcia,
2004)2, Crotalaria retusa al pertenecer a la familia de las leguminosas se considera
potencialmente Util en los sistemas de alimentacion de ganado (forrajera) (Escobar,
2009), entre los grupos reportados con mayor efecto antinutricional se encuentran
los taninos y saponinas (Lopez et al., 2008), por lo que podria creerse que el cambio
de peso en el grupo tfratado con el extracto de tallo acuoso se debe a la presencia
de estos metabolitos, pero no se puede comprobar puesto que en la cuantificacion
se obtuvo mayor concentracion de taninos en planta completa (5.90ug/mL) y no se
observd disminucion ni cambio repentino de peso. Los grupos tratados con hoja
acuosa e hidroalcohdlico se mantuvieron durante todo el experimento con pesos
muy parecidos a los del grupo control, por los que se puede decir que los
componentes de Ila hoja de Crotalaria retusa no adquieren efectos
contraproducentes en el peso corporal de los organismos. El grupo positivo tratado
con DMBA fue, comparado con los demds grupos el de menor peso (a excepcion
del grupo tratado con tallo acuoso) esto puede relacionarse con la desnutricion que
presentan los pacientes oncoldgicos, y que estd relacionada con la formacion del
tumor, diferenciando cuatro mecanismos por los que aparece la desnutricion en
pacientes cancerosos, siendo estos: el escaso aporte de energia y nutrientes,
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alteraciones de la digestion y/o absorcion de nutrientes, aumento de necesidades
nutrimentales y alteracion en el metabolismo de nutrientes (Ferndndez et al., 2013).

Otro aspecto observado durante el experimento fue la problemdtica que
presentaron algunos ratones, que, debido a los sinfomas podemos decir presentaron
dano en sistema nervioso, pues se observaron ataques tipo convulsiones que
aceleraron el ritmo cardiaco, muy similar a lo que se ha reporta en caballos, a los
qgue el consumo de la planta les ha provocado encefalopatia hepdtica, con
opresidon o hiperexcitabilidad, presion en la cabeza, caminar compulsivamente o dar
vueltas y, ocasionalmente, galope incontrolable y violento (Nobre et al., 2005).
Algunos estudios demuestran que el alcaloide monocrotalina causa megalocitosis y
genotoxicidad in vitro sobre la linea celular glial GL-15 (Pitanga et al., 2011), en
astrocitos puede causar disminucion de los reflejos de los nervios craneales, ataxia y
debilidad (Silva et al., 2010), siendo este Ultimo signo también observados en ratones
tratados con extractos de planta completa, esto toma relacion con la identificacion
y cuantificacién de alcaloides, pues este extracto dio positivo con todas las pruebas
de identificacién en los dos tipos de extraccidén y la cuantificacion mostrd altos
valores, siendo (197.04ug/mL) para el acuoso y (117.20ug/mL) para el
hidroalcohdlico.

A pesar de los altos valores de alcaloides en los extractos de planta completa, no
fue el extracto que mostrd la concentracion mdas alta de este metabolito, la hoja de
Crotalaria retusa fue la que mostrd la mayor concentracién, con 2.489ug/mL del
extracto acuoso, durante el experimento ninguno ratén tratado sélo con hoja sufrid
danos visibles en sistema nervioso, esto se relaciona con los estudios en los que se
considera a las semillas de Crotalaria retusa como tdxicas o causantes de
envenenamiento (Tabla 2), pero no hay estudios que indiquen directamente que las
hojas son causantes de los mismos efectos que las semillas de Crotalaria retusaq,
confrario a esto, a las hojas se le atribuyen propiedades antibacterianas,
antifungicas, antivirales (Maregesi et al., 2008), actividad leishmanicida (Guerra et
al., 2009), antioxidantes (Nagaraju et al., 2012), etc.

Al momento del sacrificio se hicieron observaciones en bazo, por ser un érgano
linfdtico que cumple funciones en el mecanismo de defensa del organismo
(Larranga, Espil, Oyarzin, De Salazar y Kozima, 2014) y porque una de las principales
maneras de propagacion del cdncer de mama es a través del sistema linfético,
mediante los ganglios linfaticos que rodean al seno (ACS, 2014), se observd entonces
aumento en el tamano del bazo, conocido como esplenomegalia, (anexo 2) este
signo en humanos puede deberse a multiples enfermedades por ejemplo
mononucleosis, tuberculosis, insuficiencia hepdtica, leucemia, anemia hemolitica,
etc., sin embargo no siempre indica la presencia de una enfermedad (Rabaza,
Fundora, Rodriguez y Herndndez, 2010), en un experimento realizado con pollos a los
que se les suministré concentraciones de (0.1 y 0.5%) de semillas de Crotalaria retusa
se observo esplenomegalia (ELIKA, 2013), siendo este el Unico reporte encontrado de
este sinftoma por la exposicion a Crotalaria retusa, en el que se lo atribuyen a los
alcaloides de pirrolizidina. Este reporte y los resultados encontrados en este estudio
pueden ser la base para una investigacion mucho mdas detallada de los danos que
puede causar la especie al sistema linfatico, y por ende al sistema inmune del
organismo.
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En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo se observd para las tres
evaluaciones, catalasa, oxido nitrico y MDA que ninguna mostré disminucion
significativa comparadas con el confrol positivo fratado con DMBA en higado, esto
puede deberse también a los efectos de monocrotalina, pues es sabido que se
activa por el complejo citocromo P450 (CYP450) que se ha encontrado mayormente
en higado y que genera el metabolito activo dehydromonocrotaline (DHMC) (Silva
et al., 2010), el cual produce la toxicidad reconocida de esta especie (Leite et al.,
2010).

A pesar de esto se pueden observar diferencias en la actividad enzimdtica de la
catalasa en higado, que si bien no son significativas si hay disminucion de las
concentraciones de la enzima en los grupos fratados con hoja acuoso y planta
completa acuoso, acercando mucho los niveles a los del grupo control (grafico 5),
es también visible que el grupo inducido con DMBA vy tratado con extracto de hoja
acuosos incrementa los niveles de la enzima, lo cual puede indicar que el sistema se
encontraba en condiciones de estrés oxidativo, al presentar mayor actividad
enzimdtica antioxidante (Baquero, Castro y Narvdez, 2005); la concentracidon de
6xido nitrico cuantificado como nitritos en higado tampoco mostré diferencias
significativas, y los niveles con ningun tratamiento bajaron hasta alcanzar los del
grupo confrol (grafico 7); los niveles de MDA en higado muestran que el extracto de
planta completa reduce mucho la concentraciéon, hasta casi alcanzar los del grupo
control, pero no hay diferencia estadisticamente significativa (grafico 9).

Como anteriormente fue descrito, en el estado normal del metabolismo los niveles
de oxidantes y antioxidantes en el hombre se mantienen en equilibrio, lo cual es
importante para mantener las condiciones fisioldgicas éptimas. La sobreproduccion
de oxidantes en determinadas condiciones puede producir un desequilibrio que
conduce al dano oxidativo de diferentes biomoléculas tales como lipidos, ADN, y
proteinas. La presencia de antioxidantes tiene un efecto protector (Garcia et al.,
2011), tal es el caso de Crotalaria retusa que dio positivo a siete metabolitos, y que al
observar los resultados en las pruebas a los marcadores de estrés oxidativo, se
demuestra que es una fuente de metabolitos secundarios con potencial uso como
agentes antfioxidantes de origen natural que pueden ayudar a prevenir y retardar el
dano oxidativo en lipidos, proteinas, ADN y contribuir al estilo de vida saludable.

Se puede decir entonces, que las hojas de Crotalaria retusa son las mds efectivas
para el tratamiento de enfermedades causadas por estrés oxidativo, como lo es el
cdncer, relaciondndolo con el andlisis fitoquimico en donde el extracto acuosos de
hoja mostrdé la mayor concentracidn de alcaloides, flavonoides, y glicosidos
cardiotdnicos, y el extracto de hoja hidroalcohdlico tuvo la mayor concentracién de
esteroides y polifenoles (Tabla ?), compuestos que por su actividad anfioxidante y
anticancerigena influyeron directamente en la actividad enzimdtica de la catalasa,
en la concentracién de 6xido nitrico cuantificado como nitritos y la peroxidacion
lipidica cuantificada con MDA, que demostraron disminuir significativamente en
plasma con el extracto de hoja.
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X. CONCLUSION

Con el presente estudio donde se evalud la actividad antioxidante de Crotalaria
retusa se puede concluir que:

El registro etnobotdnico realizado en la comunidad de Limén Chiquito
demostré que la planta completa es preparada en té para el dolor e
inflamacion de rindn, hasta la desaparicién del malestar.

Se identificaron esteroides, polifenoles, glicdsidos cardiotdnicos, alcaloides,
taninos y saponinas en todas las estructuras de la planta.

Los alcaloides presentaron la mdaxima concentraciéon en cada una de las
estructuras de Crotalaria retusa, siendo 237.10ug/mL el valor mas alto.

La actividoad de catalasa en  plasma  sanguineo,  disminuyd
considerablemente en respuesta al tratamiento con el extracto acuoso de
planta completa.

El extracto acuoso de hoja disminuyd significativamente la concentracion de
nitritos en plasma.

La concentracién de MDA en plasma sanguineo disminuyo significativamente
con el tratamiento de todos los extractos acuosos e hidroalcohdlicos.

No hubo respuesta significativa en las concentraciones de los marcadores de
estrés oxidativo en higado.

Crotalaria retusa presenta actividad antioxidante en plasma, pero al contener
monocrotalina, que se activa comunmente en higado, no se observa tal efecto en
este drgano, por lo que su uso tendria restricciones.

Mdas estudios enfocados en la extraccion de monocrotaling, tiempo de fratamiento y
dosis empleadas podrian contribuir a que Crotalaria retusa pueda considerarse una
planta medicinal sin efectos secundarios.
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Evaluacién de la actividad antioxidante de los exiractos de Crotalaria retusa en un modelo murino de céncer ENNOGZA

ANEXOS

1. Fotografias de formacion de tumores

Fig. 27 Formacion de tumor en cuello de raton hembra inducida con DMBA

Fig. 28 Tumor en mamas de lado derecho e izquierdo de raton hembra (cepa CD-1) tratada con el
extracto acuoso de planta completa de Crotalaria retusa
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Fig. 29 Ratones hembra (cepa CD-1) inducidos a cdncer con DMBA y tratados con extracto acuoso de
hoja de Crotalaria retusa. a Tumor en mama superior. b Tumor en mama inferior y bazo con
esplenomegalia. ¢ Tumor en pecho comprimiendo corazén y pulmones

2. Revision a bazo

Al momento de la diseccion de los ratones se extirpo bazo. Se observd un tamano
entre los 2.2-4.4cm, saliendo de las medidas normales el bazo de los grupos fratados
con hoja acuoso y planta completa acuoso.

iy l””ﬂkmw\‘l\m\\

a b c

Fig. 30 a Bazo de ratén del grupo control con crecimiento normal, la medida del bazo de todos los
ratones de este grupo fue de entre 2.2-2.4cm; b Bazo inflamado de ratén del grupo tratado con hoja
acuoso inducido con DMBA; ¢ Bazo inflamado de ratén del grupo tratado con planta completa.

;
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