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1. Introduccion
La presente investigacion se llevé a cabo en la localidad de Limon Chiquito, Cazones de

Herrera, Veracruz, y tuvo por objeto de estudio la evaluacion de la actividad antioxidante de
Russelia equisetiformis en un modelo de cancer. R. equisetiformis es originaria de México,
se le atribuyen diversas propiedades, entre las que destaca su elevada actividad
antioxidante. Se evalud la presencia de distintos metabolitos secundarios en las diferentes
partes de la planta, asi como un estudio etnobotanico. Se realizaron andlisis fitoquimico in
situ y en laboratorio, por medio de pruebas colorimétricas para los distintos metabolitos,
como alcaloides (Reactivo de Dragendorf, Mayer y Wagner), flavonoides (Reaccién de
Shinoda), cumarinas (Prueba de Baljet), esteroides (Reaccién de Liebermann-Burchard y
prueba de Salkowski), fenoles (Reaccion con FeCls), quinonas (Reaccion de NaOH 5%),
saponinas (Espuma), sequiterpenolactonas (Reactivo de Baljet e hidroxilamina) y taninos
(Gelatina-sal, formaldehido, FeCls). Complementariamente por medio de entrevistas
etnobotanicas se realiz6 el estudio etnobotanico de la especie para la comunidad de Limén
Chiquito, ademas de la evaluacion de marcadores de estrés oxidativo (Oxido nitrico,

Catalasa y lipoperoxidacién) en plasma sanguineo y homogenado de higado.

El estudio etnobotanico mostr6 que R. equisetiformis se utiliza principalmente en
tratamiento de diabetes, seguido de enfermedades de préstata, asi como padecimientos
renales. Su preparacion es por medio de infusiones que se administran via oral,
procedimiento conocido comunmente como “agua de tiempo”. El analisis fitoquimico de R.
equisetiformis indica la presencia de los metabolitos: alcaloides, cumarinas,
sesquiterpenolactonas, esteroides, quinonas, flavonoides y taninos. R. equisetiformis posee
una elevada actividad antioxidante, debido a la gran cantidad y variedad de los metabolitos
secundarios que presenta, sin embargo, no ejerce un efecto antioxidante en procesos de
carcinogénesis, pues no logré disminuir los niveles de los marcadores de estrés,

paradojicamente, al administrarse en ratones sanos, si ejerce esta propiedad.
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2. Marco Teorico

2.1. Radicales Libres

Los radicales libres son moléculas o0 atomos que poseen uno 0 mas electrones
desapareados, por ende, son altamente reactivos comparados con moléculas cuyos atomos
estan ligados a otros por covalencia (Martinez- Lazcano, et al., 2010). Debido a que estas
especies reactivas no poseen receptores especificos, tienen la capacidad de reaccionar
con macromoléculas orgénicas conduciendo a dafio celular y tisular, y consecuentemente
a pérdida de la funcionalidad. Son generados como producto de nuestro metabolismo, asi
como por factores como la contaminacion ambiental, la exposicion a radiaciones ionizantes,
algunos xenobidticos, entre otros. Los mecanismos de formacion de los radicales libres son
tres:

1. Transferencia electrénica, en la que se produce la cesion de un electrébn a una
molécula.

2. Pérdida de un protén de una molécula.

3. 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 grupos de radicales libres como lo son las especies reactivas de oxigeno, las cuales
normalmente se producen en los sistemas biol6gicos provenientes del metabolismo
oxidativo mitocondrial, de la actividad de la enzima xantina oxidasa y en menor proporcién
de la autoxidacion de catecolaminas y hemoproteinas que ocurre en el citoplasma,
membrana nuclear, reticulo endoplasmico y peroxisomas (Martinez- Lazcano, et al., 2010).
Como se muestra en la Figura 1, las principales especies reactivas de oxigeno son el radical
hidroxilo (OH), al anién superéxido (O2) y perdxido de hidrégeno (H20).

Figura 1

Generacion de Especies reactivas de oxigeno a partir del estado triplete.

Radical 16n 16n 16n
Superoéxido Perdxido Oxeno oxido

30, + O, - 0,2 ~0,% 0O — 0%

Dioxigeno

H* 2H* H* 2H*

10, HO, H,0, H,0 OH* H,0

Oxigeno Radical Perdxido de Agua Radical

Singlete Perhidroxilo  Hidrégeno Hidroxilo Agua

Nota: Tomado de Molina-Heredia F., 2012, El lado Oscuro de Oxigeno, SEBBM DIVULGACION.

Otro grupo de radicales libres son las especies reactivas de nitrégeno, entre las que se
ubican principalmente al 6xido nitrico (ON). Las especies reactivas de oxigeno pueden
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interactuar con el éxido nitrico formando nuevas especies como lo es el anién peréxinitrilo
(ONOO), el cual posee un alto poder oxidante (Martinez- Lazcano, et al., 2010).

2.1.1. Oxido nitrico

El 6xido nitrico interviene en distintas funciones biol6gicas pues participa como
constituyente del factor relajante derivado del endotelio, el cual puede relajar la musculatura
lisa vascular, inhibir la agregacion plaquetaria y disminuir o inhibir la transmision del
mensaje neural; también es importante en la respuesta inmune, debido a que los
macrofagos producen éxido nitrico como parte de sus mecanismos citotoxicos (Maldonado,
et al., 2010). Las células sintetizan el éxido nitrico a partir del aminoacido L- arginina. Este
proceso se efectia como se observa en la Figura 2, por la enzima denominada 6xido nitrico-
sintasa, mediante dos reacciones sucesivas que requieren de NADPH y O (Cuéllar, et al.,
2010).

Figura 2.

Formacion del 6xido nitrico y citrulina a partir de arginina.

NH NADQ/NADW NH 1 NADPH 2 }JADP’ NH
_/Y_. NO
O: H,0 02
+ +
NsH COO- Hs;N COO- 00-
L- arginina N-w-Hidroxiarginina L- Citrulina

Nota: Tomado de Centelles J., Esteban C. & Imperial S., 2004, Oxido nitrico: Un gas txico que actlia como
regulador de la presiéon sanguinea, OFFARM, 23(11):96- 106.

La falta de regulacion en la produccion o disponibilidad del 6xido nitrico se asocia con
enfermedades tales como la hipertensién, la disfuncion eréctil, algunos procesos
neurodegenerativos y disfunciones del sistema inmune como el choque séptico (Centelles,
et al., 2004).

2.1.2. Dafo celular mediado por radicales libres
Las especies reactivas de oxigeno presentan una alta reactividad, tanto que son capaces
de reaccionar con una amplia gama de moléculas como los acidos nucleicos, las proteinas,
polisacéridos y los lipidos de las membranas celulares. Uno de los dafios més
representativos es la peroxidacion lipidica de las membranas bioldgicas, pues en éstas se
encuentran acidos grasos poliinsaturados, los cuales son especialmente vulnerables a la
oxidacion debido a que poseen en su estructura dobles enlaces de carbono
extremadamente sensibles a las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno. Este ataque a

——
(o]
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los lipidos de membrana se conoce como peroxidacion lipidica o lipoperdxidacion, que tiene
como producto final al malondialdehido (MDA). El malondialdehido posee toxicidad, debido
a su alta reactividad con las proteinas y el ADN (Gutiérrez, et al., 2014).

Existen diferentes tipos de dafio oxidativo al ADN entre los que se encuentran; ruptura del
esqueleto azucar fosfato de una o de las 2 hebras, modificacion de las bases nitrogenadas
(saturacién y fragmentacién del anillo de timina) y la formacion de uniones cruzadas (cross-
links) ADN o ADN- proteina, a través de diferentes mecanismos:

1. Modificacion de las bases de ADN.
2. Generacion de sitios AP.

3. Ruptura de una cadena de ADN.

4. Mutaciones.

5. Activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores.

6. Dafo endotelial que favorece la metastasis (Zorrilla, et al., 2004)
Como se muestra en la Figura 3.

Figura 3
Tipos de dafio al ADN

Grupo Metil

i T 3. Ruptura de una cadena
n\c/c-\c/un, n\c/c-\c/""z del ADN
" I ’ “ 1. Modificacidn de las bases
/ N\C/N / N\C/N . : >
H I H I del ADN: Metilacién
o o
Citosina 5- MetilCitosina

2. Generacion de sitios AP

4. Mutaciones

5. Activacidn e inactivacion
de genes supresores

Los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de ser atacados
por los radicales libres, esta oxidacion puede generar un cambio conformacional de la
proteina y como consecuencia la pérdida o modificacién de su funcién bioldgica; este dafio
suele ser irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de la proteina. Mientras que
en las enzimas puede impedir su actividad catalizadora y en los polisacéaridos, ocasiona su
despolarizacion, lo que da lugar a procesos degenerativos (Maldonado, et al., 2010).
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2.2. Estrés oxidativo y cancer

Cuando existe una sobreproduccion de radicales libres o deficiencia en los mecanismos
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en la célula, se genera el llamado estrés
oxidativo. Estos radicales libres pueden ocasionar procesos patolégicos diversos siendo el
cancer uno de los mas destacados. El cancer se define como “una alteracion caracterizada
por el crecimiento tisular patol6gico, el cual tiene su origen en una proliferacion persistente
y prolongada de células anormales que desemboca en una patologia, determinada ésta por
la invasion y destruccion de los tejidos del cuerpo” (Diz, et al., 2019).

El cancer basicamente afecta el mecanismo de control que rige la diferenciacion y
proliferacién de las células. En el proceso de peroxidacion lipidica de estas estructuras, se
produce en diferentes tejidos, sustancias mutagenas y factores cancerigenos derivados de
ciertos &cidos grasos, que como productos de degradacion originan hidroperéxidos,
endoperéxidos, radicales alkoxi, enoles y aldehidos que actlan como agentes
proneoplasicos con accién directa sobre el ADN nuclear y mitocondrial. Tanto la vejez como
la aparicion del cancer estan relacionados con la agresion de los radicales libres a los
componentes celulares: membrana, ndcleo y mitocondrias (Viada, et al., 2017).

El estrés oxidativo y el proceso tumoral que involucra el cancer, se encuentran
estrechamente relacionados a través de la oxidacion del material genético (Maldonado, et
al., 2010). Morfolégicamente, las células neoplésicas presentan un incremento en su
actividad metabdlica, por ende, requieren mayor cantidad de ATP producido por las
mitocondrias, esta sintesis desmesurada contribuye a la produccién de especies reactivas
de oxigeno, aunado a que este tipo de células utiliza en mayor grado la via de la glucdlisis
para la sintesis de ATP, que es mucho menos efectiva que la cadena respiratoria
mitocondrial. Esta alteracion favorece la fuga de electrones desde el complejo respiratorio
hacia el citoplasma. Aunado a ello se suman las especies reactivas de oxigeno producidas
por parte de las células inflamatorias que penetran el tejido tumoral, aumentando asi el
estrés oxidativo en el microambiente.

Ademas, las especies reactivas de oxigeno pueden actuar como mensajeros en las vias de
transduccion de sefiales intracelulares y promover el crecimiento y proliferacion celular
contribuyendo asi, al desarrollo del cancer. A si mismo, cambios en el estado redox de
algunos factores de transcripcién pueden contribuir a la proliferacion celular incontrolada.

Se estima que la carga mundial de cancer aument6 a 18.1 millones de casos nuevos y 9.6
millones de muertes en 2018. Uno de cada 5 hombres y una de cada 6 mujeres en todo el
mundo desarrollan cancer durante su vida, y uno de cada 8 hombres y una de cada 11
mujeres mueren a causa de la enfermedad. A nivel mundial, el nUmero total de personas
vivas dentro de los primeros 5 afios de diagnéstico de cancer se estima en 43.8 millones
(IARC, 2018).

2.3. Cancer de mama
El cancer de mama es una de las neoplasias malignas méas frecuentes y de mayor
mortalidad entre las mujeres. De acuerdo con la Figura 4, en la anatomia normal de la
mama existen dos estructuras primordiales: los conductos o ductos y los lobulillos. La
mayoria de los carcinomas se localizan en los conductos.

Existen dos tipos de carcinomas los invasores y los no invasores o in situ. Los primeros son
aguellos que en su crecimiento superan las paredes de la estructura en la que se
encuentran y se expanden a los tejidos circundantes. Los carcinomas in situ nunca superan

10
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las paredes del sitio donde se desarrollan, aun teniendo un tamafio considerable. Los
invasores tienden a infiltrar los tejidos mamarios vecinos y a desprender grupos de células
gue llegaran a las axilas por los vasos linfaticos. En los carcinomas in situ, entre el 5y 10%
se extenderdn mas all de la mama (Sanfilippo & Moreno, 2008).

Figura 4.
Anatomia de la mama

Células
lobulares

Lébulo

Tumor

Células del
ducto

Conducto
o ducto

Ganglios
linfaticos
axilares

Nota: Modificado de Martinez, 2016, Anatomia de la Glandula mamaria y patologias mas frecuentes,
disponible en: https://academiaradiologica.wordpress.com/2016/07/04/anatomia-de-la-glandula-mamaria-y-
patologias-mas-frecuentes/

Cuando el tumor llega a tener un centimetro de didmetro, se corre el riesgo de que algunas
células se desprendan y se diseminen por otras partes del cuerpo (metastasis).

En el cancer de mama, la mayoria se localiza en el cuadrante superior externo (por arriba
y afuera del pezdn), a partir de ahi, al primer lugar donde migraran las células metastasicas
es alos ganglios de la axila, ya que las vias linfaticas drenan primero en este sitio. El cancer
de mama se inicia como una enfermedad localizada y cuando es invasiva al principio es
asintomatica y posteriormente sintomatica. Esta Ultima se divide en tres fases: localizada,
regional y metastasica (Sanfilippo & Moreno, 2008).

2.4. El papel de los radicales libres en el proceso de carcinogénesis
El cancer tiene un origen monoclonal y posteriormente se desarrolla como un proceso de
carcinogénesis, que esta caracterizado por el crecimiento incontrolado de células
neoplasicas, entre otros fendmenos activados por diversos oncogenes. Requiere un clon
de células y el desarrollo de multiples eventos que comprenden 3 estadios:

1. Induccién de mutacion en el ADN de una célula somética(iniciacion)

2. Estimulacién de la expansién tumoral del clon mutado (Promocién)

3. Malignizacion del tumor (Progresién) (Zorrilla, et al., 2004)
Se ha comprobado que las especies reactivas de oxigeno y el proceso tumoral se
encuentran estrechamente relacionados a través de la oxidacién del material genético y la
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formacion de 8-oxo- 7, 8- dihidro- 2’- deoxiguanosina (8-0xo-dG), produciendo errores en la
replicacion del ADN, cambiando la guanina por timina en un 50% del ADN replicado
(Maldonado, et al., 2010); Garcia, et al., 2012).

Ademas de que se ha asociados a estas especies con el proceso de iniciacion y el
mantenimiento del fenotipo tumoral, donde H.O; estimula la proliferacién, migracion y
adhesion de estas células.

2.5. Mecanismos antioxidantes
Para contrarrestar estos niveles de radicales libres, nuestro organismo posee un sistema
de defensa antioxidante, por lo cual un antioxidante es cualquier sustancia que retarda o
previene la oxidacion de un sustrato oxidable, que puede ser; lipido, proteina, DNA, o
cualquier otro tipo de molécula. La exposicidén a estos radicales libres de una variedad de
fuentes ha hecho que los organismos desarrollen una serie de mecanismos que incluyen:

1. Remocion catalitica de radicales libres por enzimas

2. Unioén de proteinas a metales pro-oxidantes

3. Proteccion contra dafio, y

4. Estabilizacion de radicales libres con donadores de protones o electrones (Corrales

& Muiiiz, 2012).

El sistema de defensa antioxidante se encuentra formado por elementos tanto enzimaticos
COmo no enzimaticos, que actllan conjuntamente para asi proteger a la célula (Corrales &
Mupiiz, 2012).

El componente de tipo enzimatico se considerada como la primera linea de defensa, que
se encarga de evitar el cumulo de especies reactivas de oxigeno catalizando la
transferencia de electrones de un sustrato hacia los radicales libres. Dentro de este sistema
se encuentran las enzimas:

= Supero6xido Dismutasa (SOD) quien cataliza la disminucién del superoxido (O2) a
Peroxido de hidrégeno (H20,) (Figura 3). En células de mamiferos existen 2 tipos
descritos de esta enzima: La enzima Cu-Zn localizada en el citosol y la enzima Mn
principalmente en la mitocondria (Lodofio, 2012).

= Glutatién peroxidasa (GPx) la cual es una selenoproteina que cataliza la reduccion
de hidroperéxidos y otros perdxidos organicos en agua y alcohol respectivamente,
al mismo tiempo que oxida el glutation reducido (GSH) a glutatién oxidado (GSSG)
(Corrales & Mufioz, 2012). Esta enzima presenta una afinidad reducida para el
peréxido de hidrogeno (H20-) encargandose de su degradacién a concentraciones
bajas y actuando como mecanismo complementario de la catalasa (Lodofi0,2012).

= Catalasa: La catalasa es una hemoproteina que se localizada principalmente en los
peroxisomas y mitocondrias; se encarga de la conversion de peréxido de hidrégeno
(H20,) a agua y oxigeno molecular evitando asi la formacion del radical hidroxilo y
el oxigeno singulete (Corrales & Mufioz,2012). Cada molécula de esta enzima es
capaz de convertir 6 millones de moléculas de perdxido de hidrogeno (H205) sin la
necesidad de otro tipo de sustrato (Lodofio, 2012) (Figura 4).
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Figura 5.

Mecanismo de accion de las enzimas superdxido dismutasa y catalasa

) H+\/2‘02
4-0,- — 2H,0, ‘ >2H,0 + O,
Superéxido Catalasa
dismutasa

Por otro lado, los antioxidantes no enzimaticos son los que se obtienen mediante la ingesta
de alimento, estos se unen a los radicales libres y los transfieren de sitios donde pueden
provocar grandes dafios a compartimentos celulares donde sus efectos sean menos
drasticos, o bien, los transforma en otros menos agresivos. Un primer grupo de
antioxidantes no enzimaticos lo constituyen moléculas reductoras de pequefio tamafio e
hidrosolubles, dentro de ellas tenemos al glutation reducido y el ascorbato (Vitamina C).
Pueden actuar tanto como pro o antioxidantes. Al ser hidrofilicos, no son efectivos frente a
la peroxidacién lipidica (Montero, 1996).

Un segundo grupo de antioxidantes no enzimaticos son las vitaminas liposolubles. Aqui se
encuentran el a- Tocoferol (vitamina E), que es capaz de impedir las reacciones en cadena
producidas por los radicales hidroperoxidos durante la peroxidacion lipidica y el a- caroteno,
que ofrece una proteccion eficaz frente al oxigeno singulete (Montero, 1996).

Las interacciones entre diferentes antioxidantes con varios metabolitos y sistemas de
enzimas, constituye un area compleja, teniendo efectos sinérgicos e independientes unos
de los otros. La accion de un antioxidante puede depender de la funcién apropiada de otros
miembros del sistema, la proteccién proporcionada por cualquier antioxidante depende de
su concentracion, su reactividad hacia el estrés oxidativo y del estado de los antioxidantes
con los cuales interactda (Viada et al., 2017).

2.6. Terapia antioxidante
Los antioxidantes no enzimaticos se pueden obtener a través de la dieta, estos pueden
actuar de dos formas:

1- Previenen la generacion excesiva de radicales libres
2- Después de producido el dafio por los radicales libres, pueden controlar los
niveles de éstos, evitando asi que el dafio continie avanzando

Muchos de estos antioxidantes se encuentran en los alimentos que se consumen como
parte de la dieta diaria. Las frutas y verduras, por ejemplo, ademas de proporcionar
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antioxidantes, poseen macronutrientes que pueden prevenir mutaciones (Delgado, et al.,
2010).

Diversos estudios reportan que dicha “terapia antioxidante” es una alternativa para prevenir
y combatir las distintas enfermedades asociadas al estrés oxidativo. Sin embargo, a la hora
de establecer los niveles diarios recomendables de antioxidantes, se deben tener en cuenta
dos factores: si el individuo estd sano o presenta algun tipo de patologia y los niveles de
antioxidantes son un parametro mas adecuado para la ingesta diaria, puesto que la
metabolizacién en cada individuo es distinta.

Debido al uso de diferentes metabolitos para contrarrestar el estrés oxidativo, se conocen
dos tipos: los primarios y secundarios, estos ultimos presentes en muchos organismos. El
metabolismo primario es el resultado de varias reacciones quimicas catalizadas por las
enzimas y proporciona a las células la energia y las macromoléculas indispensables para
la construccion de las células tales como las proteinas, gltcidos, lipidos y el DNA (Roussos
& Gaime, 1996).

Los glucidos representan compuestos Utiles como reserva energética, como material
estructural y cementante. Los lipidos son compuestos de reserva energética y de carbono,
componentes estructurales fundamentales de las membranas biolégicas, entre otros. Las
proteinas presentan un gran namero de funciones entre las que destacan su actividad
catalitica y hormonal. Los acidos nucleicos por su parte, cumplen la primordial funcién de
ser moléculas depositarias de la informacion genética (Ringulet & Vifia, 2013).

2.7. Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios denominados también aleloquimicos, presentan diversos tipos
de propiedades entre las que destacan la antiinflamatoria y antioxidante. Estos compuestos
proceden del metabolismo de las plantas, dentro de las cuales algunos no tienen una
funcién directa en procesos como respiracion, fotosintesis o transporte de nutrientes. Estos
compuestos del metabolismo son sintetizados para cumplir distintas funciones como
pueden ser de defensa ante agentes peligrosos, como patégenos o la presencia de
animales herbivoros o bien para atraer insectos polinizadores. Los metabolitos secundarios
no estan presentes en todas las partes del vegetal en igual concentracion, ni de igual
manera en todas las especies vegetales, su produccion suele estar acotada a un grupo
taxondémico en particular. Hay ademas variedad estructural dentro de un mismo grupo de
metabolitos secundarios, originadas por distintas reacciones quimicas, lo que lleva a que
aparezcan diferentes concentraciones de los mismos entre especies y entre individuos de
una poblacion (Ardoino et al., 2013).

En virtud de su estructura, los metabolitos secundarios 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 fisiolégicos. De alli deriva su actividad biolégica o farmacoldgica (Anaya &
Espinosa, 2006).

2.7.1.1. Clasificacion
Los metabolitos secundarios se dividen en tres grupos quimicos principales, de acuerdo
con las rutas mediante las cuales son sintetizados:
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Compuestos nitrogenados: comprenden principalmente a los alcaloides y
glucésidos cianogénicos. Los alcaloides son un grupo compuesto por cerca de 4000
estructuras conocidas, estos son fisioldgicamente activos en humanos. Por otro
lado, los glucésidos cianogénicos se consideran como los metabolitos secundarios
con mayor relacion en las funciones de defensa.

Terpenoides: se forman por la polimerizacion de unidades de isoprenos y
esteroides; se dividen en seis grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, tetraterpenos y esteroles, dentro de los cuales se encuentran carotenos,
glicésidos cardiotonicos, taxol, entre otros.

Compuestos fendlicos: se incluyen los acidos fenélicos, cumarinas, flavonoides y
taninos. Las aplicaciones farmacéuticas de estos compuestos se refieren a sus
efectos como analgésicos, antibacterianos, antihepatotdxicos, antioxidantes,
antitumorales, inmunoestimulantes, entre otros (Ardoino et al., 2013).

2.7.1.2. Biosintesis

Se conocen en la actualidad tres grandes vias o rutas fundamentales que permiten la
biosintesis de los metabolitos secundarios (Figurab):

Ruta del Acido Mevaldnico: A partir de él, se forman unidades de prenilo que tras
uniones sucesivas conducen a isoprenoides (terpenoides, esteroides,
caroteniodes).

Ruta del Acido Shikimico: a partir de él, se forman los aminoacidos y desde ellos
otros compuestos aromaticos mas complejos (Fenilpropanoides, flavonoides,
alcaloides).

Ruta del acetato- malonato (ruta policética): a partir del malonato y acetato se
forman los policétidos (acetogeninas) y acidos grasos (Avalos & Pérez-Urria, 2009).
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Figura 6

Rutas metabdlicas para la obtencion de metabolitos secundarios, procedentes del
metabolismo primario.
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Nota: Modificado de Gutiérrez A. & Estévez A., 2009, Relevancia de los productos naturales en el
descubrimiento de nuevos farmacos en el S. XXI, Rev. R. Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp) Vol. 103, N°2, pp
409- 419

La biosintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de desarrollo de la planta 'y
sus niveles constitutivos so6lo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abiético
o bidtico. Este aumento en los niveles de metabolitos secundarios es importante para la
supervivencia de las plantas, puesto que algunos metabolitos interfieren en la interaccién
de la planta con su medio ambiente. En este sentido, también es relevante hacer notar que
la biosintesis y el almacenamiento de metabolitos secundarios o de sus precursores,
ocurren en diferentes lugares de la célula vegetal. En general, la sintesis de algunos
alcaloides y terpenos se realiza en los plastidos; los esteroles, sesquiterpenos y dolicoles
se sintetizan en el reticulo endoplasmico; mientras que la biosintesis de algunas aminas y
alcaloides tiene lugar en la mitocondria. Los compuestos solubles en agua se almacenan
en vacuolas, en tanto que los solubles en lipidos son secuestrados a estructuras
especializadas tales como ductos de resinas, laticiferos, pelos glandulares, tricomas o en
la cuticula (Wink, 1999).

2.8. Quimiopreventivos y Biomarcadores
Genéricamente, quimioprevencién significa la utilizacién de sustancias quimicas para
prevenir la aparicion de una determinada enfermedad. Recientemente, se descubrieron
nuevos usos y se revaloraron algunos metabolitos secundarios como agentes
guimiopreventivos 0 sustancias que pueden prevenir problemas fisiolégicos y
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enfermedades humanas, entre las que se incluyen tanto metabolitos primarios como
secundarios (Anaya & Espinosa, 2006).

Los quimiopreventivos pueden actuar a través de dos mecanismos principales:

= Extracelular: Reducen la formacion de mutagenos y carcindgenos durante la
preparacion de los alimentos, asi como su biodisponibilidad, aceleran el transito
intestinal y modifican la flora microbiana intestinal. Ademas, inhiben la penetracion
de mutagenos y carcinégenos en las células

= Intracelular: Aumentan la actividad de enzimas involucradas en la neutralizacion de
mutagenos y carcindgenos, e inhiben las actividades de las que participan las
especies reactivas de oxigeno. También mejoran el sistema inmune, protegen al
DNA de los carcindégenos e inhiben los efectos perjudiciales de los procarcin6genos
sobre el DNA (Anaya & Espinosa, 2006).

Ademas, actualmente se trata de implementar el uso de biomarcadores de estrés oxidativo,
el cual incrementa en condiciones patoldgicas. Estos tienen como objetivo desarrollar
nuevas estrategias preventivas, diagnésticas y terapéuticas para impedir o demorar la
aparicion de complicaciones tales como el cancer, enfermedades cardiovasculares, entre
otras. Los biomarcadores ofrecen informacion sobre tres niveles progresivos de la
enfermedad:

a) Como pardmetros medibles del dafio a biomoléculas, tales como lipidos y proteinas;

b) Como marcadores funcionales de funciones fisiologicas, por ejemplo, la funcién
cognitiva;

c) Como parametros relacionados a una patologia especifica (Mafion, Garrido &
Nufiez, 2016).

2.9. Plantas medicinales

Las plantas constituyen un recurso valioso, entre ellas las denominadas “plantas
medicinales”. Aunque no existen datos precisos para evaluar la extensiéon del uso global de
plantas medicinales, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas del
80% de la poblaciébn mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer
sus necesidades de atencidn primaria de salud y que gran parte de los tratamientos
tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos. De acuerdo con
la OMS (1979) una planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propoésitos terapéuticos o cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos
(Bermudez et al., 2005).

Estas plantas también tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna. Entre otras,
son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima para la
fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura quimica de sus
principios activos puede servir de modelo para la elaboracion de drogas sintéticas y tales
principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos en la bdsqueda de nuevos
medicamentos (Bermudez et al., 2005).
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2.10. Etnobotanica
La disciplina cientifica que estudia las relaciones entre el hombre y las plantas, a través del
tiempo en diferentes ambientes, asi como los usos que se les otorga a estas plantas es la
etnobotanica (Hernandez, 1979).

De acuerdo con Verde-Star, et al. (2016), el estudio de las plantas medicinales se lleva a
cabo a través de una metodologia a seguir, la cual, comprende las siguientes etapas:

1. Estudios Etnobotanico y etnofarmacoldégico.
2. Estudio Fitoquimico.
3. Estudio de Actividad bioldgica.

Muchos estudios etnobotanicos son de caracter descriptivo, haciendo dificil el analisis de la
informacién obtenida, pero en los ultimos tiempos se han venido desarrollando una serie de
estimaciones cuantitativas del conocimiento tradicional que permiten estimar con mayor
precision el valor cultural de las especies en una comunidad particular. Esto puede
contribuir a establecer planes de manejo para las especies utilizadas con mayor intensidad,
asi como estrategias para preservar el conocimiento tradicional (Dominguez, 1979).

Aungue en la actualidad existen técnicas avanzadas para determinar la naturaleza quimica
de los metabolitos de las plantas, los ensayos fitoquimicos tradicionales ain constituyen
una forma confiable de realizar un andlisis cualitativo de los extractos, ya que arrojan
informacioén preliminar acerca de su composicion (Sharapin, 2000).

2.11. Familia Plantaginaceae

La familia Plantaginaceae esta integrada por cerca de 90 géneros y 1900 especies de
distribucion cosmopolita, aunque con alta diversidad en zonas templadas. Los géneros
mejor conocidos, posiblemente por su importancia como plantas de ornato y medicinal son
Angelonia Bonpl., Antirrhinum L., Bacopa aubi., Digitalis spp., entre otras. En México. La
familia esta representada por 29 géneros y unas 206 especies, lo que lo ubica en el lugar
22 de las familias de angiospermas mas diversas del pais; los géneros con mayor hiumero
de especies son Penstemon (58), Russelia Jacq. (43) y Plantago (15) (Zacarias- Correa, et
al., 2019).

2.11.1.1. Género Russelia Jacq.
Se nombra asi en honor al naturalista escoces Alexander Russell (1715- 1768). Los
miembros de este género presentan en comun flores con forma de petardo. Las especies
del género Russelia son principalmente arbustos, se encuentran en gran parte del mundo
y son ligeramente resistentes a la sequia. Este género comprende 43 especies (INECOL
2010).

2.11.1.2. Clasificaciéon de Russelia equisetiformis

Reino: Plantae

Filum: Traqueofita
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Plantaginaceae
Género: Russelia Jacq.
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Especie: Russelia equisetiformis Schlitdl. & Cham
(GBIF, 2020)

2.11.1.2.1.1. Descripcion morfologica

Planta de aproximadamente 1 m de altura profusamente ramificada con pequefias hojas
caducas, tallo verde brillante cuando joven y oscuro al madurar, poseen crestas
prominentes en los angulos y estrias entre ellos, ademas de entrenudos. Inflorescencia
cerca de la parte superior de la planta, con 1 o 2 flores; las flores tienen bracteas pequefas,
los l6bulos del céliz son ampliamente ovados, corola roja, su fruto es una capsula globosa
gue contiene semillas pequefias color marrén claro, entre pelos blancos que contiene la
capsula (Kreissig, 2019).

Figura 7.

Estructuras de Russelia equisetiformis.

Nota: A. Hojas, B. y C. Flor y fruto.

Las flores se asemejan a pdlipos de coral, de ahi deriva su nombre al inglés de “coral plant”.
Debido a su parecido externo con el Equisetum, se le nombro Russelia equisetiformis que
significa “en forma de cola de caballo” (Kreissig, 2019).

2.11.1.2.2. Ecologia
Poseen una adaptacién a climas soleados/secos, puesto que su esbelto tronco es
fotosintético. Sus flores son polinizadas principalmente por colibries, sin embargo, también
son atractivas para las mariposas (Kreissig, 2019).
Esta planta es cominmente usada en jardineria; se puede usar como seto, cerca viva,
enrejado y también puede cultivarse en maceta; prefiere sitios soleados con suelo rico en
materia organica (INECOL, 2019).
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2.11.1.2.3. Distribucion en México
De acuerdo con la Figura 7 R. equisetiformis es originaria de México y ampliamente
distribuida en el mismo, ademas, se encuentra de manera introducida en América central,
donde ha crecido prominentemente, asi como en las islas del Caribe.

Figura 8

Distribucién de Russelia equisetiformis en México.

Nota: Tomado de GBIF.org (20 de febrero de 2020). Disponible en: https://www.gbif.org/species/5414601

2.11.1.2.4. Estudios Etnobotéanicos

En un estudio realizado en el afio 2014 fueron colectados ejemplares de esta planta, en la
Congregacion del ejido Limon Chiquito. Encontrando que la especie esta distribuida en
areas de vegetacion asociadas a parcelas, bosque tropical subcaducifolio perturbado, asi
como en huertos familiares. Se realizaron entrevistas etnobotanicas las cuales mostraron
gue un 34% de la poblacién entrevistada la utiliza para el mal de orin, 33% contra la
diabetes, 13% le atribuye propiedades desinflamatorias y contra el cancer, y un 7%
considera que posee propiedades contra la tuberculosis. (Machuca et al., 2014).

2.11.1.2.5. Estudios quimicos
Un estudio realizado por Johnson, et al. (2011), identifico la presencia de 7 feniletanoides y
9 flavonoides en extracto metandlico acuoso, encontrando en mayor concentracion el
verbascosido.

Riaz (2017) report6 la presencia de protocatecuato de metilo, acido p- cumarico, acido 4
hidroxibenzoico, acido gélico, &cido cafeinico, &cido siringico y catequina en extractos
metandlicos de R. equisetiformis.

2.11.1.2.6. Estudios farmacolégicos, toxicoldgicos y citotoxicos
De acuerdo con Awe, (2004) los extractos metandlicos de R. equisetiformis contienen
compuestos con actividad antiinflamatoria y analgésica. Riaz et al (2012), Comprob6 que
el extracto metandlico de R. equisetiformis presenta una mayor actividad antioxidante el
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cual, al aumentar su concentracion, es efectivo en la proteccion del DNA. Aunado a lo
anterior, R. equisetiformis mostré un potencial antioxidante significativo en términos de
eliminacion de radicales libres.

Posteriormente el mismo Awe (2010) realizé un estudio en el cual, a ratas Wistar les indujo
artritis y comprobo que a las ratas tratadas con extractos metandlicos de R. equisetiformis
causaron un aumento en las actividades de las enzimas glutation peroxidasa y superéxido
dismutasa en el higado y el bazo similar a las ratas tratadas con indometicina. También
demostré que dicho extracto posee propiedades antioxidantes, como lo habia propuesto él
mismo anteriormente.

Ochi, et al. (2012), menciona en su estudio realizado a R. equisetiformis, que esti posee
propiedades de eliminacion de radicales libres y antioxidantes. Ademas, en dicho estudio,
se aisl6 un nuevo glucésido iridoide,10- Ocinnamoyl sinuatol a partir de un extracto de hoja
junto con 24 compuestos conocidos.

3. Justificacién

El cancer es una enfermedad multifactorial teniendo como tratamiento opciones sumamente
agresivas e inespecificas. En México, la practica de la medicina tradicional se remonta a
tiempos antiguos, teniendo diversidad de métodos empleados segun las diferentes regiones
del pais. Estos métodos son comunmente utilizados por personas de bajos recursos, los
cuales, por ende, no gozan de servicios médicos adecuados que puedan costear. Limon
Chiquito es un pequefio poblado ubicado en el estado de Veracruz, el cual posee una
diversidad alta en especies vegetales, cuyos pobladores utilizan para sanar distintos
padecimientos, entre los cuales se destaca el cancer y la diabetes, enfermedades que
ocupan los primeros lugares en causas de muerte, no solo en México, si no a nivel mundial.
Bajo este criterio se evaluara la actividad antioxidante de R. equisetiformis en un sistema
murino de cancer.

4. Objetivos
Objetivo General

d Evaluar la actividad antioxidante de R. equisetiformis en modelos murinos de
cancer.
Objetivos Particulares

(O Realizar un estudio etnobotanico de R. equisetiformis en la localidad ejidal Limén
Chiquito, Municipio Cazones de Herrera, Veracruz.

(1 Cuantificar los metabolitos primarios presentes en R. equisetiformis.

Identificar y cuantificar los metabolitos secundarios presentes en R. equisetiformis.

1 Cuantificar la actividad antioxidante de R. equisetiformis mediante la captacion de
radicales libres.

 Evaluar la actividad antioxidante presente en los extractos hidroalcohdlicos y
acuosos de R. equisetiformis mediante marcadores de estrés oxidativo.

[
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5. Hipotesis
Los extractos hidroalcohdlicos y acuosos obtenidos de R. equisetiformis presentan
propiedades antioxidantes que contrarrestaran los niveles de estrés oxidativo producto del
proceso de carcinogénesis inducido con dimetilbenzantraceno (DMBA).

6. Metodologia

6.1. Localidad de recolecta
Se realiz6é una recolecta de R. equisetiformis en septiembre de 2018 y marzo de 2019, en
la localidad ejidal Limon Chiquito (20° 40° 49.3” N; 97° 16’ 55.3” W), ubicada en el municipio
de Cazones de Herrera, Veracruz (Figura 9). Ubicado en una altitud de 10 metros, es hogar
para 880 habitantes. Alrededor de 52.50 % de la poblacién local son adultos (INEGI, 2019).

Figura 9

Mapa de la localidad ejidal de Limon Chiquito, Cazones de Herrera, Ver., México (vista
satelital).

Nota: Imagen tomada de Google Maps, 2020.

6.2. Entrevistas y caminata etnobotanica
Se realiz6 una caminata etnobotanica para ubicar al ejemplar, posteriormente se
recolectaron ejemplares de R. equisetiformis para obtener 100 g de cada parte de la planta
y con ello se realizaron los extractos hidroalcohdlicos y acuosos. Ademas, se realizd un
extracto hidroalcohdlico y acuoso de planta completa, asi como la dosis empleada por los
pobladores de la localidad.

También se recolectaron dos ejemplares mas para prensar, asi como para su posterior
identificacion, la cual se realizé por el Herbario Nacional de México (MEXU).

Aunado a ello, se realizaron entrevistas (minimo 50) de manera aleatoria a los pobladores
acerca de R. equisetiformis para conocer sus usos, modos de preparacion, parte empleada,
entre otros.
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6.3. Identificacion de metabolitos secundarios in situ

Con el objetivo de evitar procesos de oxidacion del material biolégico se realizé un
screening rapido In situ para la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en
cada una de las estructuras de R. equisetiformis utilizando las siguientes metodologias:
Reactivo de Dragendorff, Mayer y Wagner (alcaloides), Cumarinas (Prueba de Baljet),
Esteroides (Reactivo de Liebermann- Burchard y Prueba de Salkowski), Compuestos
fendlicos (Reaccién con FeCls), Flavonoides (Reacciéon de Shinoda), Quinonas (NaOH al
5%), saponinas (espuma), Taninos (gelatina-sal, FeCls, Formaldehido) vy
sesquiterpenolactonas (Prueba de Baljet).

6.4. Obtencién de extractos hidroalcohdlicos y acuosos
Primeramente, el material recolectado se sometié a un lavado exhaustivo con agua de grifo
y posteriormente con agua des ionizada. Debido a la morfologia de las hojas, flores, frutos,
y raiz, solo se realizaron extractos acuosos. Los extractos se prepararon de la siguiente
manera:

O Hidroalcohdlicos (70:30): Los 100 g estructura se coloc6 en un litro de alcohol etilico
al 70%. Se conservo en refrigeracion durante un mes.

0 Acuosos (1:1): En un litro de agua a punto de ebullicion, se colocaron los 100g de
cada estructura de la planta, durante 5 minutos, posteriormente se almacené en botellas
blancas.

6.5. Obtencidn de extractos secos
Se macer6 la parte de la planta utlizada para cada extracto respectivamente,
posteriormente se filtré para asi, poder proceder a su evaporacion. Una vez evaporada toda
la fase liquida, se almacené el extracto obtenido en frascos de vidrio. Posteriormente se
registrd su peso y se obtuvo el rendimiento final de cada uno.

6.6. Identificacion y cuantificacion de metabolitos secundarios
Se realizé ademés una identificacion de metabolitos secundarios en laboratorio, preparando
soluciones 0.01 g/ml, y después se realizaron diluciones 1:10, para obtener
concentraciones de 0.001, 0.0001, 0.00001 g/ml del extracto seco con agua destilada,
cloroformo o metanol segin sea el caso, a las cuales se les aplicaron los ensayos realizados
in situ, para la identificacion de metabolitos, los cuales son:

6.6.1.1. Alcaloides.

La mayoria de los alcaloides en soluciones neutras o ligeramente acidas, precipitan o dan
coloraciones, como lo es el reactivo de Mayer (solucion acuosa de tetrayodomercuriato de
potasio), el reactivo de Wagner (solucion de yodo en yoduro potasico) y el de Dragendorff
(solucién de Yoduro potésico bismutico). Estos reactivos precipitan a los alcaloides de las
soluciones acuosas débilmente acidificadas, bajo la forma de poli-yodatos complejos. Los
precipitados pueden ser amorfos o cristalinos y de color variado: crema (Mayer), rojizo-
anaranjado (Dragendorff), castafio-rojizo (Wagner) (Coy et al., 2014). Para la prueba, por
cada mililitro de extracto se le agregaron 1 ml de reactivo segun sea el caso, la formacion
de un precipitado se considera positivo para la presencia de alcaloides.

Para la cuantificacion se utilizé el método basado en la reaccion con verde de bromocresol,
a partir de una solucién de atropina a una concentracion de 0.1 mg/ml (Shamsa, et al.,
2008), se prepararon seis soluciones con concentraciones de 0.01 a 0.1 mg/m para la curva
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de calibracién. Para cada extracto se tomaron 5 ml, se transfirieron a un embudo de
separacion, al cual se le agregaron 5 ml de solucion de verde de bromocresol y 5 ml una
solucion buffer de fosfato a pH 4.7. La mezcla se agitd, y el complejo formado se extrajo
con cloroformo. Los extractos se recogieron en un matraz aforado de 10 ml y se complet6
a ese volumen con cloroformo. Las absorbancias del complejo en cloroformo se midieron a
una longitud de onda de 470 nm 'y 420 nm.

6.6.1.2. Flavonoides.
Para la identificacion de flavonoides se emple6 la reaccién de Shinoda la cual identifica
aguellos flavonoides que tenga en su estructura un nucleo benzopirona, estos compuestos
producen coloraciones rojizas cuando a las diluciones acuosas o alcohdlicas se les adiciona
magnesio seguido de HCI concentrado (Depolte, 2010). A 0.5 ml de los extractos se le
adicion6é un trozo de Magnesio y posteriormente 4 gotas de HCI concentrado, a
continuacion, se observa la coloracion.

Para su cuantificacion se uso la reaccion de Tricloruro de aluminio (AICIs). El principio
bésico de este método colorimétrico es la formacién de complejos estables de acidos con
el grupo cetona en el Carbono 4 o bien el grupo hidroxilo en el Carbono 3 o Carbono 5 de
flavonas y flavonoles. Ademas, también forma complejos labiles acidos con los grupos
dihidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides. Los complejos formados presentan un
méaximo de absorcién a 415 nm (SAGARPA, 2019).

Se utiliz6é una curva patréon de quercetina 0.8 mg/ml en metanol. Se tomé 1 ml de extracto
metandlico de cada muestra, posteriormente se le agregé 1 ml de AICI; al 10% y 1ml de
acetato de potasio 1M para después incubarlo en obscuridad durante 10 min y
posteriormente se leyo su absorbancia a 415 nm.

6.6.1.3. Taninos.
Los taninos precipitan las proteinas o los alcaloides en solucion. Originan desde
opalescencia hasta precipitado. Se realizaron tres pruebas las cuales son:

l. Reaccion con Cloruro férrico. Quimicamente los taninos son polimeros de
polifenoles, por lo que al igual que con los compuestos fendlicos se puede usar esta técnica
para su identificacién, al formarse el complejo con la unién del grupo fenéxido al hierro,
pueden surgir distintas coloraciones lo que ayudara a diferenciar entre fenoles y taninos,
una coloracion rojo-vino indicara compuestos fenolicos en general, una coloracién verde
intensa indicara taninos del tipo pirocatecélicos, mientras que una coloracion azul sefiala la
presencia de taninos del tipo pirogalol (Coy et al.,2014). A 0.5 ml de cada extracto se le
agregaron 0.5 ml de cloruro férrico y 0.2 ml de agua.

Il. Reacciona con grenetina-NaCl. Esta técnica se basa en la habilidad de los taninos
para precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas (Isaza, 2007). Para llevar a cabo esta
prueba a 0.5 ml de cada extracto se le afiadieron 0.5 ml de grenetina-NaCl, después se le
agregaron 5 gotas de HCI concentrado y se dejé en reposo para la formacién del
precipitado.

Il. Reaccion con formaldehido. A 0.5ml de cada extracto se adicionaron 0.5 ml de
formaldehido y se dejo en reposo 5 minutos para la formacién del precipitado.
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Para la cuantificacion se llevé a cabo el método propuesto por Camacho (2012). Se utilizo
una solucién de Acido tanico en Acetona al 70% a una concentracion de 1 mg/ml. Se us6
1ml de cada extracto disuelto en Acetona al 70%, posteriormente se agregaron 5ml de
yodato de potasio al 2.5%, se agita en el Vortex durante 1min para después incubarlo
durante 7 min. Finalmente, se le agrega 1 ml de acetona al 70% y se lee su absorbancia a
550 mn.

6.6.1.4. Compuestos fendlicos.
Para la prueba de identificacion se utilizd el método de Cloruro férrico (FeCls) el cual se
basa en el ataque producido por el lon cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo provocando
una ruptura de enlace y la union del grupo fendxido al hierro para la formacién del complejo.
Un cambio de color a azul, verde o negro indica la presencia de fenoles (Flores & Escudero,
2010). A 1 ml de una solucion acuosa del extracto se le afiadié 10 gotas de disolucion FeClz
2.5%, para posteriormente evaluar el color.

La cuantificacion se llevd a cabo por el método de Folin-Ciocalteau, en el cual los
compuestos fendlicos reaccionan con dicho reactivo a pH basico, dando lugar a una
coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente. El mecanismo
de reaccion es una reaccion de 6xido-reduccién (Garcia, Fernandez & Fuentes, 2015).

Se realizé una curva patrén de &cido galico con concentraciones de 0.01 a 0.05 mg/ml. Para
cada muestra se tom6 1 ml de extracto, se le adicion6 0.5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu
1 N para posteriormente dejarlo reposar por 5 min, seguidamente se le adicioné 1.5 ml de
Na>COs3 al 20%, se agitd y nuevamente se deja reposar por 30 min. Finalmente se registré
la lectura en el espectrofotometro UV- VIS a 760 nm.

6.6.1.5. Esteroides

l. La prueba de Lieberman-Burchard identifica cualquier esteroide o triterpenoide con
un doble enlace (y en algunos casos aun insaturados). Estas pruebas especificas para
esteroles con instauracién en sus anillos causan un cambio de color debido a la
deshidratacién que se da para la formacién de dienos (Dominguez, 1979). Se prepar6 un
extracto cloroférmico, se tomaron 0.5 ml de este extracto, se colocaron en otro tubo de
ensayo y se le agreg6 0.5 ml del reactivo de Lieberman, una coloracion rosa, violeta, azul
y verde indica la presencia de estos metabolitos.

Il. Otra prueba que se utiliz6 para este metabolito fue la reaccién de Salkowski que, en
presencia de esteroides insaturados se forma un anillo de color rojo (Dominguez, 1979). Se
realizé de igual manera, un extracto cloroférmico, posteriormente a 0.5 ml de dicho extracto
se le agregaron10 gotas de &cido sulfurico, coloraciones amarillentas o rojitas indica la
presencia de este metabolito.

Para la cuantificacion de esteroides se realiz6 con una curva patrén de colesterol 1 mg/ml
en cloroformo. El colesterol reacciona con anhidrido acético y acido sulfarico concentrado.
Se produce una pérdida de agua y una protonacion del colesterol. Se constituyen en medio
anhidro polimeros de hidrocarburos no saturados de intenso color verde azulado con
méximos de absorbancia de 626 nm (Mekar, et al., 2016). Para cada muestra se ocup6 1
ml de extracto cloroférmico, posteriormente se adicionaron 2 ml de reactivo de Lieberman-
Burchard, seguido de 1 ml de cloroformo. Se incubé durante 10 minutos y se ley6 a 626
nm.
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6.6.1.6. Saponinas.
Se refiere a un grupo de glicésidos que se disuelven en agua y disminuyen la tension
superficial de esta, por lo que una caracteristica de estos compuestos es que al sacudir las
soluciones se forma una espuma abundante y relativamente estable (Depolte, 2010).

Se utilizo el método de la espuma, para ello se tomé 0.5 ml de cada extracto, se colocé en
un tubo de ensayo, posteriormente se agit6 vigorosamente para la formacién de la espuma,
si esta se forma debera mantenerse por mas de 1 minuto para considerar que hay presencia
de saponinas.

No se realiz6 una cuantificacion de saponinas ya que no se identific6 dicho metabolito
mediante la prueba de la espuma.

6.6.1.7. Cumarinas.
La prueba de Baljet es util para identificar, en una estructura, el anillo lacténico. Este anillo
reacciona con compuestos aromaticos nitrados generando, con previa ruptura de la lactona
y por sustitucién electrofilica en el anillo aromatico, formando compuestos coloreados
(Dominguez, 1979). Se tomd 0.5 ml del extracto y se le agregaron 200 pL del reactivo del
Baljet, una coloracion naranja se considera positivo para el ensayo.

Para su cuantificacién se realizé la reaccion con Acetato de plomo descrita por Bravo &
Jiménez (2011). Se utiliz6é una curva de calibracion con Umbeliferona 2mg/ml en etanol. Se
tomé 200 pL de cada extracto etanélico, asi como de las soluciones patron. Posteriormente
se agregaron 2 ml de agua destilada, 0.5 ml de Acetato de plomo al 5% y se afor6 a 10 ml.
Después se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos. Luego se tomé 1 ml del
sobrenadante obtenido al cual se le agregé 4 ml de HCI 0.1 M. Finalmente se obtuvieron
las absorbancias a 320 nm.

6.6.1.8. Quinonas

Las quinonas son muy abundantes en la naturaleza, en el reino vegetal se encuentran tanto
en vegetales superiores como en hongos y bacterias. Dependiendo del grado de
complejidad de su estructura quimica pueden clasificarse en benzoquinonas, naftoquinonas
0 antraquinonas si son estructuras monociclicas, biciclicas o triciclicas. Las antraquinonas
son quinonas triciclicas derivadas del antraceno y constituyen el grupo mas interesante de
quinonas. Pueden llevar funciones hidroxilicas en su estructura en diversas posiciones: si
poseen dos grupos OH en las posiciones 1y 2, tienen propiedades colorantes; si éstos se
encuentran en las posiciones 1y 8, el efecto es laxante (Alcantara, 2005).

Las quinonas a y - hidroxiladas con la solucion de hidroxido de sodio al 5% dan soluciones
coloreadas que van del amarillo pasando por el rojo al violeta (Dominguez, 1979). En un
tubo de ensayo se colocaron 0.5 ml del extracto, se le agregaron 4 gotas de etanol y
posteriormente 8 gotas de una solucion de hidroxido de sodio al 5%.

La cuantificacion de quinonas se realiz6 mediante espectrofotometria UV con una curva
patron de quercetina a una concentracion de 1mg/ml en metanol. Se utilizé 1 ml de extracto
metandlico por cada muestra al que se le agregé 3 ml de metanol (CHz;OH) y 3 ml de AICls
al 2%. Luego se incub6 durante 10 minutos para finalmente leer su absorbancia a 415 nm
(Norma Ramal Cubana, 1994).
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6.6.1.8.1. Sesquiterpenlactonas
Las sesquiterpenolactonas poseen un esqueleto fundamental con 15 &tomos de carbono,
son una clase de terpenoides con un anillo lactonico, que provienen biogenéticamente del
farnesil difosfato. Se clasifican cominmente de acuerdo con el tipo de nlcleo que posean
y con la terminacion dlido, que indica la existencia de un grupo funcional lactdnico
(Villacorta, 2017).

Para su identificacion se realizé la prueba de Baljet, la cual consiste en que a 0.5 ml del
extracto etandlico se le adicionan 200 uL del reactivo del Baljet, posteriormente se le
agregan 4 gotas de hidréxido de potasio, una coloracién naranja o rojiza se considera
positivo.

Una de las formas de cuantificacion de sesquiterpenlactonas en extractos vegetales es por
medio de una solucién alcalina de picrato de sodio. Esta reaccién se basa en la formacion
de un complejo entre el acido picrico y la lactona a, B y y insaturada, dicho complejo
presenta coloracion rojo claro a oscuro presentando una maxima absorcion a longitud de
onda de 495 nm (Orantes, 2008). La curva patron se elabord con estafiatina 0.0025 g en
2250 pl de etanol. A cada extracto etandlico se le adicionan 2 ml de picrato se sodio,
enseguida se deja incubar en obscuridad por 30 minutos para posteriormente medir su
absorbancia a 495 nm.

6.7. Cuantificacion de metabolitos primarios

6.7.1.1. Carbohidratos

Primeramente, se realizé la cuantificacion de carbohidratos totales a través del método
desarrollado por DuBois et al, el cual se basa en la deshidratacion de carbohidratos con la
adicion del acido sulfarico, con esta reaccion se forman derivados del furfural y el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), cuando este interactia con el fenol facilita la formacion de
complejos que permiten la coloracion de la solucion y su cuantificacion por
espectrofotometria (L6pez et al, 2017). Se utilizé una curva de calibracién a partir de una
solucion de glucosa 100 mg/ml. Se tomé 1 ml de cada extracto, asi como de las soluciones
patrén, se agregé 0.5 ml de fenol al 5%, 2.5 ml de acido sulfarico concentrado, se incub6
por 10 minutos. Posteriormente se agité por 30 segundos y se coloc6 20 minutos en bafio
de agua a temperatura ambiente; Finalmente se ley6 a 490 nm.

Posteriormente se realiz6 la cuantificacién de carbohidratos reductores por el método Miller
(1959), el cual se basa en una reaccién redox entre el 4cido 3, 5- dinitrosalicilico (DNS) en
presencia de calor y los azucares reductores presentes en la muestra (Bello, Carrera &
Diaz, 2006). Se emple6 una curva de calibracién con una solucion patrén de glucosa 2
mg/ml. Para cada muestra se tomé 0.5 ml, asi como de las soluciones patrén, se agregaron
0.5 ml del reactivo de DNS, se colocaron en bafio maria a 100°C por 5 minutos. Se dejaron
enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente y se afiadié 5 ml de agua destilada, se agito
y se realizo la lectura a 540 nm.

Finalmente, la concentracion de carbohidratos no reductores se obtuvo por la diferencia de
los dos anteriores.

6.7.1.2. Lipidos
La cuantificacién de lipidos totales se realiz6 por medio del ensayo de Sulfo-fosfo vainillina.
Los lipidos insaturados reaccién con el acido sulfdrico en caliente con formacion de iones
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carbono. Posteriormente, éstos, en presencia de fosfo-vainilla dan una coloracién rosada,
la intensidad de dicho color es proporcional a la concentracion de lipidos totales presentes
en la muestra (Z0lIner & Kirsch, 1962).

Se realiz6 una curva patrén de colesterol Img/ml en cloroformo. A cada muestra se le
agreg6 1 ml de soluciéon cloroformo-metanol (2:1) y se centrifugé a 3500 rpm durante 5
minutos. Posteriormente se tomaron 100 ml del sobrenadante obtenido y se le agregd 1 mli
de H»SO4, seguidamente se colocd a bafio maria durante 10 minutos. Después se tomaron
100 ml de este y se les agregd 2.9 ml de vainillina al 10% en acido fosférico, al finalizar se
ley6 su absorbancia a 430 nm.

6.7.1.3. Proteinas
Se realizé la cuantificacién de proteinas mediante el método de Lowry (1951); este método
consta de dos etapas como se puede apreciar en la Figura 8, a continuacion, se explican
las 2 etapas:

1) Losiones Cu?*, en medio alcalino se unen a la proteina formando complejos con los
atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?*-proteina
tienen un color azul claro. Ademas, provoca un desdoblamiento de la estructura
tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que
van a participar en la segunda etapa de la reaccién. El Cu?* se mantiene en solucién
alcalina en forma de su complejo con tartrato.

2) La reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los
grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las
proteinas, actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo
de Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo, que al ser
reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso. Al
producirse esa reaccién se produce un cambio de color que puede ser cuantificado
a una absorbancia de 660nm.

Figura 10

Reaccion llevada a cabo por medio del método de Lowry

demodnu
Reactivo de Folin
(W, Mo®*)
(color amarillo)
ALLLE
Cu“
-~ — - s - - '
~GC--N-- G—C-N--
o1 Il
OH ROH
Complejo Cu®*-proteina Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) ( WE+ | Mof+ )
(color azul)

Nota: Tomado de Lowry H., Rosebrough |., Farr & Randall J. (1951). Protein Measurement with the Folin
Phenol reagent. Biol. Chem., 183:265-275
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Se utilizaron 3 reactivos denominados “A”, “B” y “C” para preparar el reactivo D en una
proporcion de 50:0.5: 0.5 v/v, Cada reactivo se preparé de la siguiente forma:

O Reactivo A: contiene Carbonato de sodio (Na;COg3) al 2% en Hidroxido de sodio
(NaOH) 0.1M.

[0 Reactivo B: elaborado con Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4e5H-0) al 1%

O Reactivo C: preparado con Tartrato de sodio-potasio (KNaCsH4Ose4H-0)
Para cada muestra se tom6 1 ml, posteriormente se le agreg6 5 ml del reactivo D y se dejo
incubar por 15 minutos en obscuridad. Después se le agregd 0.5 ml de reactivo de Folin-
Ciocalteau mezclando bien cada muestra para luego incubarla nuevamente por 30 minutos
en obscuridad. Finalmente se ley6 su absorbancia a 580 nm.

6.8. Disefio Experimental
Se utilizaron ratones hembra CD1 obtenidos en el bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza. Los procedimientos de experimentacion se desarrollaron bajo la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio). Los ratones se dividieron en 10
grupos con 6 ratones cada uno, aplicando en cada uno un tratamiento diferente via oral, de
acuerdo con la tabla siguiente:

Tabla 1

Grupos formados de ratones para el proceso de induccién de carcinogénesis

Grupo Numeros de los Tratamiento
ratones
1 1-6 Control DMBA
2 7-12 DBMA+ Planta completa acuoso
3 13- 18 DMBA + Flor acuoso
4 19- 24 DBMA+ tallo
5 25- 30 Vehiculo (Aceite de olivo)
6 31- 36 Tallo acuoso
7 37-42 Flor acuoso
8 43-48 Control
9 49-54 Planta completa
(dosis doble)
10 55-60 Planta completa

6.9. Induccidén de carcinogénesis con DMBA al modelo experimental
Se utilizé el modelo de carcinogénesis quimica de 7, 12- dimetilbenzantraceno (DMBA), el
cual es un hidrocarburo policiclico aromético que participa en la etapa de iniciacién dentro
del proceso de progresion tumoral. Esta etapa se caracteriza por la activacion metabdlica
de los procarcind6genos y su union covalente con el ADN (aductos) lo que resulta en
mutaciones especificas de genes susceptibles (Arcos, 2005).

El proceso de carcinogénesis se indujo en 4 grupos de estos ratones con DMBA como
inductor, a cada raton se le aplicéd via oral 50 pL, para asi dar inicio al proceso de
carcinogénesis durante 3 meses. Pasado este tiempo se le aplicé a cada raton una dosis
de 50 pl del extracto asignado, de acuerdo a la tabla 1.
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Para analizar los marcadores de estrés oxidativo se cuantificaron nitritos (en relaciéon con
el 6xido nitrico) y lipoperoxidacidon, ademas de estudiar la actividad de la catalasa.

6.10. Obtencidn del suero sanguineo
Se sacrificé a los ratones por medio de la decapitacién al término de los 3 meses mas el
tratamiento proporcionado a cada uno, la sangre obtenida se colect6 en tubos Vacutainer
con heparina, posteriormente se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos para la obtencion
del suero sanguineo.

6.11. Obtencién de homogenado de Higado
Se realizé la extraccion del higado y bazo del raton posterior a su sacrificio, el higado fue
perfundido con solucion fisiologica de NaCl, se macer6 con buffer (TRIS/pH 7.5) en una
relacién de 20g de higado por 100mL de buffer, seguidamente se filtr6 y se centrifug6 a
3000rpm durante 10 min para, finalmente, obtener el sobrenadante al que se le realizaron
las siguientes pruebas. Respecto al bazo del ratdén solo se tomaron sus medidas.

6.12. Cuantificacion de proteinas en suero sanguineo y homogenado
de higado
El ensayo de Biuret se basa en la formacién de un complejo coloreado entre el Cu?* y los
grupos NH de los enlaces peptidicos en medio basico, la intensidad de coloracion es
directamente proporcional a la cantidad de proteinas, por lo que se mide por
espectrofotometria a 545 nm (Fujimoto, et al., 1985).

Se prepar6 una curva de calibracién a partir de una solucién patron de albumina purificada
10mg/ml. Para el contenido de proteinas en los extractos, se tomé 1 ml de una solucién
acuosa de cada uno y se le afiadié 2 ml del reactivo de Biuret, se dejo reposar por 20
minutos y se leyo en el espectrofotometro a 545 nm.

La concentracion de proteinas obtenida mediante este método fue empleada para registrar
la concentracion final de los marcadores de estrés oxidativo por mg/ml de proteina.

6.13. Marcadores de Estrés oxidativo.

6.13.1.1. Cuantificacion de nitritos
La reaccion de Griess se fundamenta en la formacién de un cromoéforo de la sulfanilamida
con el nitrato en un medio acido, seguido de un acoplamiento con amina biciclicas, como el
N.1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro (Adarmes et al., 2009).

Se prepard una curva patrén, utilizando como solucién patrén de Nitrito de sodio (100 pM)
y concentraciones de 0, 20, 40, 60, 70, 80, 90 yM. Se agreg6 en cada tubo la cantidad
correspondiente de agua y solucion patrén, posteriormente se adicion6 1 ml de Sulfanil-
amida e incub6 por 15 min en obscuridad. Enseguida se agregd 1 ml de reactivo de NED y
nuevamente se incub6 durante 15 min en oscuridad, al finalizar el tiempo se leyé a 540 nm.

6.13.1.2. Lipoperoxidacion
La principal sustancia reactiva al &cido tiobarbitarico (TBA) en el malondialdehido, él cual
es un dialdehido de tres carbonos altamente reactivo, generado como uno de los principales
bioproductos de la peroxidacion de acidos grasos polinosaturados y también durante el
metabolismo de &cido araquiddnico para la sintesis de prostaglandinas. El malondialdehido
puede combinarse con diversos grupos funcionales de proteinas, lipoproteinas, ARN y ADN
(Fagali, 2011).
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Se tomaron 0.1 ml de muestra, al cual se le afiadié 0.1 ml de buffer TRIS-HCI, 0.1 ml de
FeSO.y 0.1 ml de 4cido ascorbico. Posteriormente se afiadié 0.6 ml de agua destilada para
completar el volumen de 1 ml. Esto se incubé a 37 °C durante 15 minutos.

Al finalizar este lapso se afiadi6 1 ml de &cido tricloroacético (TBA) y 2 ml de TBA,
posteriormente se incubd por 15 minutos a 100 °C. Se centrifug6 a 3000 rpm por 10 minutos
y se ley6 el sobrenadante a 532 nm.

La concentracion de malondialdehido (MDA) se calcul6 usando el coeficiente de extincion
del complejo MDA-TBA el cual es 1. 56 x 105 M-1 cm-1 y los resultados se expresaron
como nmol/mg de proteina.

6.13.1.3. Actividad de la enzima catalasa
Se determiné de acuerdo con metodologia descrita por Chance y Machley (1995), este
método se fundamenta en el principio de la enzima, la cual se determina a través de la
descomposicibn de H:O. (Aebi, 1984). En el espectrofotbmetro UV se medid la
descomposicién del H,O; a 240 nm, agregando 25 pl de cada una de las muestras de
homogenado de higado. Se tomé un dato cada 10 segundos durante 3 minutos.

Para calcular la actividad de la catalasa se empleé la siguiente ecuacion:
UCAT/ ml= ((AA240/£) (FD de la reaccién)) / mg/ml de proteina
Donde:
£ es el coeficiente de extincion molar del H,O; a 240 nm (37.36 pmol “*ml abs)
FD es el factor de dilucion.

6.14. Actividad antioxidante

6.14.1.1. DPPH+
El ensayo de DPPH es una de las diversas técnicas empleadas para estimar la actividad
secuestradora de radicales de compuestos especificos 0 extractos naturales. Esta técnica
espectrofotométrica emplea el radical 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH), que posee un
espectro de absorbancia caracteristico, con un maximo de absorbancia a 515 nm (Fagali,
2011).

Se empled una solucién de acido ascoérbico 4mg/ml para una curva de calibracion. Para
cada muestra se tom6 1 ml de solucién metandlica, a cada una se le agregaron 2 ml de
DPPH* 1 uM, posteriormente se incubaron por 30 minutos protegidos de la luz. Al finalizar
esta espera, se tomo su absorbancia a 517 nm.

6.15. Analisis estadistico
Se empleo la base del software estadistico SPSS, el cual incluye estadisticas descriptivas
como la tabulacién y frecuencias de cruce, estadisticas de dos variables, ademas pruebas
T, ANOVA y de correlacion.

7. Resultados

7.1. Registro etnobotanico de Russelia equisetiformis
De las entrevistas etnobotanicas realizadas a 50 personas, el 80% correspondid al género
femenino y 20% al masculino (Figura 14), con un rango de edad entre 60 a 70 afios (Figura
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12). De acuerdo a la figura 11 el 24% de las personas entrevistadas, utilizan esta especie
para tratar padecimientos del rifién, el mal de orin, asi como para la diabetes principalmente.
Para el tratamiento de estos padecimientos se emplea la planta completa; Su ingesta se
realiza via oral por medio de una cocciébn o0 como agua de tiempo, con un tiempo de
tratamiento variable que puede abarcar un mes o hasta observar mejoria, es decir, sin un
periodo de tiempo definido.

Figura 11

Padecimientos tratados con R. equisetiformis

i Prostata
2 " o 12 Mal de orin
~ Diabetes
Padecimiento del Rifién
Presion
32 Calentura
H Dolor de estomago
No sabe su uso
No conoce la planta

Figura 12

Rango de edad de la poblacion entrevistada
4%

18%

20%
16%

18%

©20-30 ©@30-40 140-50 1150-60 m60-70 =70-80

Nota: edad en afios y sin distincion de género.
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Figura 13

Tiempo de tratamiento usando R. equisetiformis

mhasta observar mejoria
m 15 dias

muna Semana

mun mes

mNo sabe

mno conoce la planta

Nota: Tiempo en dias
Figura 14

Género mas entrevistado en el estudio etnobotanico.

m Masculino

Femenino

7.2. Identificacion in situ de metabolitos secundarios de R.
equisetiformis
Las pruebas de identificacion in situ se realizaron con aproximadamente 0.1g de cada
estructura de la planta (tallo, flor, fruto, hoja). En este primer estudio preliminar se encontrd
la presencia de todos los metabolitos mencionados anteriormente, a excepcion de
saponinas (Tabla 2).
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Tabla 2.

Identificacion se metabolitos secundarios en Russelia equisetiformis in situ

Tallo Tallo
Metabolito Reaccién  “Claro” “Oscuro Flor Fruto Hoja

Dragendorff
Alcaloides Wagner
Meyer
Lieberma
nn-
Burchad
Esteroides y
esteroles
Salkowski
Flavonoides Shinoda
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Tallo Tallo
Metabolito Reaccion “Claro” | “Oscuro” Flor Fruto Hoja

Compuestos Fe Cl;
Fenolicos
Cumarinas Baljet
Quinonas NaOH
Saponinas Espuma

Sesquinoterpenolact Baljet
onas

NH20H-HCI
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Tallo Tallo
Metabolito Reaccion “Claro” | “Oscuro” Flor Fruto Hoja
+ + - +v -
s * - -~
w( | g IR‘\ 'N}
Gelatina- ' -y
Sal
FeCI3

Taninos

Formaldehido

Nota: Resultados de las pruebas rapidas para la identificacion de metabolitos secundarios.
+: presencia escasa, ++: presencia relativamente abundante, +++: presencia abundante, -: no detectado

7.3. Identificaciéon de metabolitos secundarios en extractos secos
Se realizaron extractos hidroalcohélicos (70:30) solamente de talla “claro”, tallo “obscuro” y
planta completa, mientras que de extractos acuosos (1:1) se realizaron de raiz, hoja, tallo,
fruto y flor, incluyendo la dosis recomendada y planta. Los rendimientos obtenidos para
cada extracto se observan en la Tabla 3. Ademas, se realizaron diluciones seriadas de los
extractos secos para realizarle las pruebas de identificacion répida, los resultados se
muestran en las Tablas 4 y 5, respectivamente.
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Rendimiento de los extractos secos de R. equisetiformis

Parte de la planta

Tipo de Extracto

Rendimiento (%)

Planta completa 3.9983
Raiz 1.04175

Flor 4.75

Hoja Acuoso 7.07

Fruto 5.913
Dosis recomendada 1.8075
Tallo 2.3981
Tallo “claro” 3.8030
Tallo “oscuro” Hidroalcohdlico 3.9865
Planta completa 5.1717

Nota: Resultados expresados en porcentaje
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Tabla 4

Identificacién de metabolitos secundarios en extractos hidroalcéholicos de R. equisetiformis en cada dilucion

Concentracio
n (g/ml)
0.01
0.001
0.0001
0.00001
0.01
0.001
0.0001
0.00001
0.01
0.001
0.0001

0.00001

Nota: +: presencia escasa,

Alcaloides
Wagne  Maye
r r

+++ ++

c +

+ ++
+++ ++
++ +

+ -

Dragendor G-

Taninos

Formaldehid FeCl

NaC o 3
|

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

Esteroides

Salwos Lieberman
ki - Burchard
+++ +

+

+

++ +

+

+++ ++

++ +

+

Fenole

FeClz

+++

+++

+++

Flavonoide
s

Shinoda

++

++

++

Quinona  Saponina

S S

NaOH Espuma
5%

++

+++

++

+++

++

Cumarina
s

Baljet

++

++

++

++: presencia relativamente abundante, +++: presencia abundante, -: no detectado
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Tabla 5

Identificacion de metabolitos secundarios en extractos acuosos de Russelia equisetiformis en cada dilucién

Alcaloides Taninos Esteroides Fenole Flavonoide = Quinona Saponina Cumarina | Sesquiterp
s s s s s e-
nolactonas

Extracto ~ Concentraci6 Wagne Maye  Dragendor G- Formaldehid FeCl Salwos Lieberma FeCls Shinoda NaOH Espuma Baljet Baljet

n (g/ml) r r ft NaC o 3 ki n 5%
|

Raiz 0.01 ++ +++ +++ +++ + - ++ ++ + + + - + +
0.001 + + - ++ + = = - - + + - - -
0.0001 - - - - + - - - - - - - - -
0.00001 - - - - - - - = - - - - - -

Tallo 0.01 + + +++ ++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++ - +++ +++
0.001 - - + - ++ + - ++ + + ++ - + o+
0.0001 - - - - + - - - - - + - - -
0.00001 - - - - + = - = - - - - - -

Hoja 0.01 +++ ++ + ++ ++ +++ + + +++ +++ +++ - + ++
0.001 + + - + + - - - ++ - ++ - = +
0.0001 - - - - - - - - + - + - - -
0.00001 - - - - - = - o - - - - - B

Flor 0.01 ++ ++ ++ + + +++ ++ ++ +++ +++ +++ - +++ +++
0.001 + + + - - - - + + + ++ - + +
0.0001 - - - - - - - - - - + - - -
0.00001 - - - - - = - o - - - - - B

Fruto 0.01 + ++ + +++ + + +++ + + +++ +++ - +++ +++
0.001 + + - ++ + - + - + ++ ++ - + +
0.0001 - - - + - - - - - - - - - -
0.00001 - - - + - - - = - - - - - -
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Extracto

Planta
complet
a

Concentracio
n (g/ml)

0.01
0.001
0.0001

0.00001

Nota: +:
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Alcaloides Taninos Esteroides Fenoles = Flavonoides = Quinonas = Saponinas = Cumarinas = Sesquiterpe-
nolactonas
Wagne Maye  Dragendor G- Formaldehid =~ FeCl  Salwos Lieberma  FeCls Shinoda NaOH Espuma Baljet Baljet
r r ft NaC o 3 ki n 5%
|
++ - ++ ++ - +++ + +++ - +++ - +++ +++
- - + ++ - - + + + - ++ - + +
- - - + - - - - - - + - - -
- - - + - - - - - - - - - -

presencia escasa, ++: presencia relativamente abundante, +++:; presencia abundante, -: no detectado
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7.4. Cuantificacién de metabolitos primarios en extractos secos de R. equisetiformis

La cuantificacion de los tres principales metabolitos primarios (carbohidratos, lipidos y proteinas) se realiz6 segun los métodos
propuestos anteriormente a una concentracion de 0.001 mg/ml.

Tabla 6

Cuantificacion de metabolitos primarios

Metabolito Extractos acuosos Extractos hidroalcohdlicos
Raiz Tallo Hoja Flor Fruto Planta Dosis Tallo Tallo Planta
completa recomendada “claro” “obscuro” completa
Lipidos 4.173 7.418 13.910 7.882 7.727 10.355 10.046 8.964 9.273 12.364
Carbohidratos

totales 30.497 30.218 96.365 46.163 40.593 55.006 102.910 60.367 44,005 43.587
Carbohidratos

reductores 3.150 11.230 12,527 12.972 6.412 6.819 6.745 15.492 12.713 12.416
Carbohidratos
no reductores 27.346 18.988 83.837 33.190 34.181 48.186 96.164 44 .874 31.291 31.170

Proteinas 73.587 140.686 154.857 91.685 141.027 159.808 200.956 215.297 150.930 114.051
Nota: cantidad expresada en mg/ml en 1 ml de cada muestra
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7.5. Cuantificacién de metabolitos secundarios en extractos secos de R. equisetiformis
La cuantificacion de metabolitos secundarios se llevé a cabo segun los métodos descritos anteriormente, con una concentracion de
0.01 g/ml del extracto seco en agua, cloroformo o metanol segun la prueba a realizar, la tabla 7 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 7

Cuantificacién de metabolitos secundarios en extractos de R. equisetiformis

Metabolito secundario Extractos acuosos Extractos hidroalcohdlicos
Raiz Tallo Hoja Flor Fruto Planta Dosis Tallo Tallo Planta

completa recomendada “claro” “obscuro” completa

Alcaloides 0.0804 0.0972 0.0827 0.0697 0.0846 0.0586 0.0762 0.1651 0.0984 0.0793
Compuestos fendlicos 3.944 20.864 55.649 13.724 17.376 23.635 45.869 23.635 29.406 31.296
Cumarinas 0.0200 0.0343 0.0781 0.0553 0.1071 0.0390 0.0570 0.0725 0.0607 0.0621
Esteroides 3.923 1.272 5514 3.181 4.507 3.605 1.961 3.340 3.764 3.658
Flavonoides 0.0088 0.0392 0.0753 0.0653 0.0470 0.2380 0.0653 0.1993 0.2762 0.0507
Quinonas 9.520 8.636 17.273 34.056 16.684 57.611 27.284 41.122 68.014 47.207
Sesquinoterpenolactonas  0.100 = 1.478 2.227 @ 0.538 | 0.529 0.346 0.775 0.182 6.317 1.953
Taninos 7.425 3.712 8.735 1.747 4.367 18.563 3.494 11.356 25.333 4,149

Nota: Concentraciones expresadas en pug/ ml en 1 ml de muestra

42

—
| —



ANGELES F. Y. J., 2021, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE RUSSELIA EQUISETIFORMIS EN UN MODELO DE CANCER

7.6. Marcadores de estrés oxidativo
Se realizé un analisis estadistico con un nivel de confianza de P>0.05. Los datos se
analizaron de acuerdo con los 10 grupos formados y descritos en la tabla 1. Ademas, se
realizaron diagramas de caja a cada marcador para una representacion grafica de los
resultados.

7.6.1.1. Cuantificacion de nitritos en plasma sanguineo vy
homogenado de higado

La concentracion de nitritos en plasma sanguineo no mostré significancia estadistica
(p>0.05) para ninguno de los 10 grupos. No obstante, se observa en el grupo DMBA+flor
acuoso un caso extremo con el ratén 29, mientras que los grupos DMBA, DMBA+planta
completa acuoso, DMBA+tallo acuoso y flor acuoso presentan cada uno un valor alejado
(ratones 13, 24, 34 y 41) con respecto del 50% central de la distribucion. Ademas, el grupo
DMBA+tallo acuoso presenta una mayor distribucién de datos con respecto a los otros 9.
Los grupos Control, DMBA+flor acuoso, asi como planta completa acuoso presentan una
distribucion asimétrica positiva.

Figura 15

Cuantificacién de nitritos en plasma sanguineo de ratones CD1

1.000 34
o

800

600

400 24 41
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:.6’

200

Concentracion de nitritos en plasma sanguineo

{1
HIH
HEll

il

HIllH

L
HIlH-

000

Control
Vehiculo
DMBA
DMBA + Planta
completa acuoso
DBMA+ Flor acuoso
DMBA+ Tallo acuoso
Flor acuoso
Tallo acuoso
Planta completa
acuoso
Planta completa dosis
doble acuoso

Nota: Concentracion en mM/mg sobre concentracion de proteina.
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Los resultados obtenidos en el homogenado de higado no presentaron diferencia
significativa (p>0.05) para ninguno de los 10 grupos. El grupo de planta completa acuoso
y el de planta completa dosis doble acuoso presentan cada uno un valor extremo (raton 49
y 60) por encima del diagrama, mientras que los grupos de DMBA, planta completa dosis
doble y tallo acuoso, presentan un valor (ratén 16 y 55) por debajo del 50% central de
distribucion en los dos primeros grupos y por encima (raton 40) en el Ultimo grupo
mencionado. Los grupos de DMBA+planta completa acuoso, asi como planta completa
dosis doble acuoso presentan distribucién asimétrica negativa, mientras que el grupo
control presenta una distribucion asimétrica positiva.

Figura 16

Cuantificacion de nitritos en homogenado de higado de ratones CD1
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Nota: Concentracién en mM/mg sobre concentracion de proteina.

7.6.1.2. Cuantificacion de malondialdehido (MDA) en plasma
sanguineo y homogenado de higado.

En la cuantificacion de MDA en plasma sanguineo no mostré diferencia estadistica
significativa (p>0.05) para ningun grupo. Los grupos DMBA+planta completa acuoso, flor
acuoso Yy tallo acuoso presentaron un valor por encima del 50% central de la distribucion
(raton, 23, 41 y 45), mientras que el grupo DMBA presento un valor (ratén 16) por debajo
del 50% central de distribucion. El grupo control y el grupo Vehiculo presentan una asimetria
positiva mientras que el grupo DMBA presento asimetria negativa. Ademas de que los
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grupos DMBA+planta completa acuoso y DMBA+flor acuoso, presentaron valores mayores
de MDA con respecto al control positivo (DMBA). Los grupos tratados Unicamente con
extracto de planta completa acuoso y planta completa dosis doble acuoso presentaron los
valores mas bajos con respecto al control positivo.

Figura 17

Cuantificacion de MAD en plasma sanguineo de ratones CD1
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Nota: Concentracion en pMol-1/ mg sobre concentracién de proteina.

Respecto al homogenado de higado, no hubo diferencia significativa (p>0.05) en ninguno
de los 10 grupos. Los grupos de flor acuoso y planta completa dosis doble acuoso
presentaron cada uno un valor alejado en el ratén 39 y 56 respectivamente. El grupo control
presentd asimetria negativa mientras que los grupos de DMBA + tallo acuoso y tallo acuoso
presentaron asimetria positiva.
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Figura 18

Cuantificacion de MAD en homogenado de higado de ratones CD1
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Nota: Concentracion en uMol-1/ mg sobre concentracién de proteina.

7.6.1.3. Actividad de la enzima catalasa en homogenado de higado
En cuanto a la actividad de la enzima catalasa en homogenado de higado, no se observo
diferencia significativa (p>0.05) para ninguno de los 10 grupos. El grupo control, asi como
el grupo de flor acuoso presentan un valor (ratén 4 y 41) por encima del 50% central de la
distribucion. Los grupos que presentan asimetria positiva son 3 (control, flor acuoso y
DMBA), mientras que solo el grupo de DMBA + planta completa acuoso presenta asimetria
negativa.
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Figura 19

Actividad de la catalasa en homogenado de higado de ratones CD1
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Nota: Actividad enzimatica en UCAT/mg sobre concentracién de proteina.

7.7. Actividad antioxidante
Se realiz6 mediante el método de DPPH+, obteniendo un porcentaje notable en cada
muestra, como se observa a continuacion en la Tabla 7:
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Tabla 7

Capacidad antioxidante de los extractos de R. equisetiformis por medio de la prueba

DPPH"
Muestra Extracto Captacion de Radical
Libre
Planta completa 65.42372881
Raiz 32.37288136
Flor 21.18644068
Hoja Acuoso 74.06779661
Fruto 72.03389831
Dosis Recomendada 59.66101695
Tallo 56.10169492
Tallo “claro” 80.84745763
Tallo “obscuro” Hidroalcoholico 80.33898305
Planta completa 79.49152542

Nota: Resultados expresados en porcentaje (%)

8. Discusion

El género Russelia Jacq tiene un uso principalmente ornamental, sin embargo, se han
realizado estudios donde se le atribuyen propiedades importantes como antioxidantes y
anti-inflamatorias. Dentro del estudio etnobotanica realizado por Machuca et al. (2014)
acerca de R. equisetiformis, cita que los entrevistados la utilizan principalmente en el
tratamiento del mal de orin y la diabetes. Ademas, le atribuyen caracteristicas des
inflamatorias, contra el cancer y consideran que posee propiedades contra la tuberculosis.
Acorde al estudio mencionado anteriormente, se corrobord su uso en enfermedades del
rifidn, para el mal de orin y la diabetes, agregando a esto, su uso en padecimientos de la
préstata, dolor estomacal, para la calentura y la presién. De igual manera, se obtuvo la
forma de ingesta y el tiempo de tratamiento, siendo predominante la coccién y agua de
tiempo, asi como seguir el tratamiento de un mes o hasta observar mejoria. El conocimiento
etnobotanico dentro y fuera de una region o etnia, esta condicionado a distintos factores
socioculturales como, el género, la edad, la clase social, la religion, la escolaridad, el idioma
hablado, la dieta, entre otros, siendo en su mayoria las mujeres las poseedoras del mayor
conocimiento (Madamombe, Heike & Vazquez, 2009). Corroborando esta afirmacion con
este estudio etnoboténico, el 80% de la poblacién entrevistada fueron mujeres entre 40 y
70 afios.

En los estudios realizados por Kolawole, et al. (2007), Ochi, Matsunami, Otsuka et al. (2012)
y Johnson et al. (2010), ha sido documentada la presencia de triterpenos, esteroles,
flavonoides, alcaloides y compuestos fendlicos en extractos metandlicos de hoja y planta
completa. Sin embargo, no existe documentacion alguna acerca de estudios en los que se
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haya realizado extractos del resto de esta planta, como la raiz, la flor, el fruto y el tallo, tanto
en su estadio juvenil, como maduro. En las estructuras de tallo “claro y “obscuro”, flor y fruto
se encontrd la presencia de 8 metabolitos a excepcién de saponinas, mientras que en la
hoja solo de detecté la presencia de esteroides, quinonas y taninos. En la identificacion de
los metabolitos en los extractos secos de R. equisetiformis, se encontrd la presencia de
estos 8 metabolitos secundarios en cada parte de la planta, la mayoria a una concentracion
minima de 0.001 mg/ml.

Respecto a la cuantificacion de los 8 metabolitos secundarios se encontr6 en mayor
cantidad los compuestos fendlicos, estando presentes en todas las estructuras siendo la de
mayor concentracion el extracto de hoja con 55.64 mg/ml, seguido del extracto de dosis
recomendada con 45.86 mg/ml y posteriormente el extracto de planta completa
hidroalcohdlico con 31.29 mg/ml (Figura 18). Los compuestos fendlicos se destacan por su
actividad antioxidante, asi como por su abundancia en el reino vegetal.

Figura 20
Cuantificacion de compuestos fendlicos de R. equisetiformis
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Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, hoja, Tallo, Flor, fruto, Dosis recomendada,
Raiz; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “oscuro” y tallo “claro”.

Dentro de los compuestos fendlicos se encuentran los flavonoides, que en el caso de R.
equisetiformis, Johnson, et al (2011) y Riaz, et al. (2017) identificaron compuestos fendlicos
asi como 9 flavonoides, lo cual se corroboré con la cuantificacion antes realizada,
obteniendo una mayor concentracién de flavonoides en el extracto de tallo “oscuro”
hidroalcohdlico con 0.27 mg/ ml, seguido del extracto de planta completa acuoso con 0.23
mg/ml y en el extracto de tallo “claro” hidroalcohdlico con 0.19 mg/ml, respecto a los 7
extractos restantes (Figura 19).

Figura 21
Cuantificacién de Flavonoides

Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, raiz, Flor, Hoja, Fruto, Dosis
Recomendada Tallo; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “claro”. Y tallo “oscuro”
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Los flavonoides se encuentran principalmente en partes aéreas, se ubican en la membrana
del tilacoide de los cloroplastos. Entre estos se destaca la catequina o la quercetina, pues
pueden directamente neutralizar especies reactivas de oxigeno, como el O2, el H.O; 0 el
HCIO. Los flavonoides actian fundamentalmente como tampones y capturan radicales
libres para generar un radical flavinico que es mucho menos reactivo, ya que en él los
electrones desapareados estan mas deslocalizados (Quifiones, et al., 2012). Los
flavonoides modulan la reaccion de los estrégenos ligandose a sus receptores con lo que
se disminuye el riesgo de padecer cancer de mama, ademas, se ha manifestado que los
flavonoides pueden inhibir monooxigenasas dependientes del citocromo p-450, por ende,
un papel potencial en la regulacién de la actividad de carcindgenos. Sin embargo, las
mismas propiedades que caracterizan sus propiedades antioxidantes, determinan que
puede presentar efectos prooxidantes (Martinez et al., 2002).

Hammed, et al. (2017) atribuyen el potencial hepatoprotector de R.a equisetiformis a los ya
reportados flavonoides y compuestos fendlicos presentes en esta planta.

La concentracién de taninos fue mayor en 3 extracto siendo estos los de tallo, tanto “oscuro”
como “claro” hidroalcohdlico y el de planta completa acuoso, con una concentracion de
25.33, 11.356 y 18.563 mg/ml respectivamente (Figura 20).

I

Figura 22
Cuantificacion de Taninos
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Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, raiz, Flor, Hoja, Fruto, Dosis
Recomendada Tallo; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “claro”. Y tallo “oscuro”

Los taninos tienen la capacidad de unirse a macromoléculas y formar quelatos con cationes
metalicos, pudiendo eliminar parcialmente cantidades representativas de hierro y cobre
disueltos, posee propiedades astringentes, tanto por via interna como tdpica,
vasoconstrictora, antibacteriana, antifingica. Ademas de su ya conocida propiedad
antioxidante, siendo los mas eficaces para esta accion los taninos hidrolizables. Participan
en procesos de 6xido-reduccién, consumiendo el oxigeno disuelto del medio, llevando a la
formacion de peréxidos y capturando los radicales libres generados (Silva, et al., 2004;
Alvarez, 2007).

En general, los polifenoles también pueden interferir con los sistemas de detoxificacion
celular como el superéxido dismutasa, la catalasa o el glutation peroxidasa. Poseen efectos
vasodilatadores, antitromboticos, antiinflamatorios y antiapoptoticos (Quifiones, et al. 2012).

Otro metabolito que se obtuvo en abundante cantidad fueron las quinonas, estando en
mayor concentracion en los extractos de tallo “oscuro” con 68.01 mg/ml, planta completa
57.61 mg/ml y planta completa hidroalcohélico con 47.12 mg/ml (Figura 21).
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Figura 23
Cuantificacion de quinonas
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Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, raiz, Flor, Hoja, Fruto, Dosis
Recomendada Tallo; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “claro”. Y tallo “oscuro”

Las plantas que contienen quinonas pueden comportarse como laxantes o purgantes segun
la dosis administrada. Las naftoquinonas se encuentran en las plantas frescas en forma
heterosidica, liberdndose la genina durante el proceso de desecacion, pueden presentar
actividad antibacteriana y fungicida, ademas algunas, pueden ser usadas como colorantes
naturales. Por otra parte, las antraquinonas pueden tener funciones hidroxilicas en su
estructura en diversas posiciones.

Los metabolitos que se obtuvieron en poca cantidad, comparados con los anteriores fueron
los alcaloides y esteroides. Los esteroides se encontraron en todas las estructuras siendo
el extracto de hoja acuoso el de mayor concentracién con 5.514 mg/ml con respecto al
extracto de tallo acuoso, quien obtuvo la menos concentracion de entre los 10 extractos con
1.272 mg/ml (Figura22).

Figura 24
Cuantificacion de esteroides

Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, raiz, Flor, Hoja, Fruto, Dosis
Recomendada Tallo; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “claro”. Y tallo “oscuro”

Se les atribuye propiedades antiinflamatorias, antitumorales, bactericidas y fungicidas. Sin
embargo, el efecto hipocolesterolémico es el mejor caracterizado y documentado
(Valenzuela & Ronco, 2004). De acuerdo con Awe, et al. (2012), R. equisetiformis posee un
principio activo triterpenoide, el lupeol, el cual es el responsable de su propiedad
antiinflamatoria.
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La presencia de alcaloides en los extractos, tanto acuosos como hidrialcohdlicos de R.
equisetiformis fue minima, con una concentraciéon maxima de 0.1651 mg/ml en el extracto
hidroalcohdlico de tallo “claro” y con una concentracion minima de 0.0984 mg/ml en el
extracto hidroalcohdlico de tallo “obscuro” (Figura 23).

Figura 25
Cuantificacién de Alcaloides

Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, raiz, Flor, Hoja, Fruto, Dosis
Recomendada Tallo; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “claro”. Y tallo “oscuro”

Los alcaloides presentan actividad sobre el sistema nervioso central, sobre el sistema
nervioso auténomo, asi como en el corazén y antitumoral, sin embargo, también existen
alcaloides especialmente toxicos como los alcaloides pirrolizidinicos del género Senecio,
responsables de la toxicidad hepética originada por esta especie. Debido a esto, es
bastante comun, el no empleo de especies vegetales que contengan en abundante cantidad
este metabolito, es preferible emplear el alcaloide aislado (Hesse, 1978). De acuerdo con
lo anterior, se puede atribuir las propiedades depresoras del sistema nervioso central a R.
equisetiformis descritas por Kolawole, et al. (2007). Awe, et al. (2010) evaluaron el efecto
anticonvulsionante de extractos metandlicos de R. equisetiformis. En general el inicio
promedio de las convulsiones se retrasd, mientras que la duracion promedio de las
convulsiones se redujo notablemente, Por tanto, sugirié que esta planta puede servir como
terapia complementaria para el manejo y/o control de las convulsiones y la epilepsia infantil.

Las cumarinas y sesquinoterpenolactonas, al igual que los alcaloides y esteroides, se
encontraron en poca concentracion, respecto a los otros metabolitos, siendo los extractos
con mayor concentraciéon de cumarinas el de hoja acuoso con 0.195 mg/ml, seguido del
extracto de tallo “claro” hidroalcohdlico con 0.181 mg/ml y el extracto de planta completa
hidroalcohélico con 0.155 mg/ml. Respecto a la concentracion de sesquiterpenolactonas
los tres extractos con mayor concentracion fueron el de tallo “oscuro” hidroalcohdlico con
6.317 mg/ml, posteriormente el extracto de hoja acuoso con 2.227 mg/ml vy finalmente el
extracto de planta completa hidroalcohélico con 1.953 mg/ml (Figura 25).
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Figura 26
Cuantificacién de Sesquiterpenolactonas

Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, raiz, Flor, Hoja, Fruto, Dosis
Recomendada Tallo; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “claro”. Y tallo “oscuro”

Las cumarinas poseen efectos sobre el sistema vascular, propiedades antioxidantes,
antiinflamatoria, analgésica, antibacteriana, anticoagulante, ademas de su utilidad en el
tratamiento de algunas alteraciones de la piel, debido a sus propiedades fotosensibilizantes
(Wu, et al. 2009). Las sesquinoterpeolactonas poseen importante actividad biolégica, entre
las que destacan la actividad citotdxica, antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antifingica,
entre otras. Las concentraciones mayores de este metabolito se encuentran generalmente
en las hojas, pero pueden estar distribuidas en toda la planta (Villacorta, et al., 2017).

Awe y Makinde (2009) sugieren que R. equisetiformis tiene un potencial promotor del
crecimiento del cabello, cuyo efecto puede atribuirse a la presencia de triterpenos vy
flavonoides en los extractos de plantas. Esta sugerencia fue comprobada por medio del
monitoreo de los ratones usados para este estudio. En la Figura 27 se muestra un antes y
después de administrarles el tratamiento del extracto de dosis doble durante 30 dias.

Figura 27
Ratones del grupo 10 con pérdida de cabello.

(A) (B)

Nota: A) raton #56 con la calva avanzada, B) grupo 10 de ratones después de aplicarles el
tratamiento de R. equisetiformis en dosis doble.
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Siguiendo con el estudio, en los marcadores de estrés oxidativo, primeramente, los niveles
mas altos de nitritos en el plasma sanguineo fueron encontrados en los grupos inducidos
con DMBA vy tratados con extracto acuoso de planta completa, flor y tallo. Mientras que el
grupo gue presentd valores menores incluso que el control, fue el grupo al que se le
administrd extracto acuoso de planta completa dosis doble. Esto puede atribuirse a que el
extracto de dosis recomendada fue el que present6 mayor concentracidon de compuestos
fendlicos, a comparacion de los extractos acuosos de planta completa, flor y tallo. Respecto
a los niveles de nitritos en homogenado de higado, los valores més altos se presentaron en
los grupos de vehiculo y extracto acuoso de flor, siendo el valor més bajo el del grupo
control. El éxido nitrico es participe en procesos bioldgicos simultdneos en el organismo,
por ende, la falta de regulacibn en su produccion o disponibilidad se asocia con
enfermedades tales como la hipertensién, algunos procesos neurodegenerativos,
disfunciones del sistema inmune, entre otros. La alteracidn de este equilibrio entre el 6xido
nitrico y su interaccién con otros compuestos del organismo desencadena la aparicién de
sus productos secundarios toxicos que son el superdxido y el peroxinitrito (Cuéllar, et al.,
2010).

El extracto acuoso de flor no posee un metabolito especifico en abundante cantidad, sin
embargo, se presentaron los 9 metabolitos cuantificados, pero en cantidades relativamente
bajas. Presentando valores similares estan los grupos de extracto acuoso de tallo, DMBA+
extracto acuoso de planta completa. De acuerdo con lo anterior, podemos confirmar lo
reportado por Kolawole (2010), acerca de que los extractos metandlicos de R.
equisetiformis pueden alterar la funcion hepatica normal.

Los niveles més altos de MAD en plasma sanguineo los obtuvo el grupo DMBA+extracto
acuoso de planta completa, seguido del grupo DMBA+extracto de flor acuoso. El grupo cuyo
valor fue menor es el control seguido del grupo tratado Unicamente con extracto acuoso de
planta completa. Los tres poseen cantidades importantes de compuestos fendlicos,
quinonas, esteroides y sesquiterpenolactonas, aunque, como fue citado en los parrafos
anteriores, con resultados opuestos. A pesar de las caracteristicas beneficiosas de los
compuestos fendlicos, la ingesta elevada y cronica puede desencadenar efectos adversos
para la salud. Se ha reportado que los compuestos fendlicos pueden alcanzar
concentraciones toxicas si su ingesta se encuentra entre el 1% y 5% total de la dieta diaria
(Valencia, et al., 2017). Por otra parte, los esteroles pueden ofrecer una proteccion frente a
los tipos de cancer mas comunes como el de colon, mama y prostata. Este efecto se basaria
en la intervencién de estos metabolitos sobre la estructura y funcién de la membrana celular
de las células tumorales y del huésped, vias de transduccion de sefiales que regulan el
crecimiento del tumor y apoptosis, funciébn inmunitaria del huésped, asi como el
metabolismo del colesterol en el huésped (Palou, et al., 2005). Hasta el momento, sin
embargo, no ha sido demostrado si la ingesta cronica y elevada de este metabolito produce
algun efecto toxico. Mientras que a las sesquiterpenolactonas se les atribuyen propiedades
citotoxicas, efectos téxicos neurolégicos, cardiacos y renales (Moreno, et al., 2016). A
diferencia de los metabolitos antes mencionados, las quinonas son un grupo con alta
reactividad, por lo cual puede interactuar con numerosos sistemas biologicos, por ejemplo,
como poseen un elevado potencial electrofilico pueden reaccionar quimicamente con
biomoléculas para modificarlas e inactivarlas de manera irreversible, tienen la capacidad de
realizar ciclos redox y generar especies reactivas de oxigeno, ademas de algunas quinonas
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gue inhiben enzimas fundamentales, pues compiten por los sustratos de éstas (Quintero,
2016).

Los niveles de MAD en homogenado de higado més altos fueron encontrados en el grupo
tratado Unicamente con extracto acuoso de tallo, seguido del grupo tratado solo con extracto
acuoso de planta completa. El grupo control y el de DMBA+extracto acuoso de planta
completa, presentaron entre ambos un valor muy similar. La peroxidacion lipidica actda en
estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, ya que alteran la permeabilidad de la
membrana celular produciendo edema y muerte celular. Una vez que se inicia este proceso
se convierte en una “cascada”, con una produccion de radicales libres que lleva a la
formacion de perdxidos orgénicos y otros productos a partir de los acidos grasos
insaturados; una vez formados, estos radicales, son los responsables de los efectos
citotoxicos en las membranas (Venereo, 2002).

La actividad de la enzima catalasa medida en homogenado de higado fue muy variable,
puesto que, el valor més alto lo obtuvo el grupo de DMBA+extracto de flor acuoso, seguido
de los grupos de extracto acuoso de planta completa y extracto acuoso de tallo, con valores
similares entre éstos. El grupo que presento6 el menor valor fue el de DMBA+extracto acuoso
de planta completa.

Se corrobor6 que R. equisetiformis posee una gran cantidad de actividad antioxidante como
lo reportd Riaz, et al. (2012), realizando instantdneamente el secuestro de radicales libres
por medio de la prueba de DPPH, siendo los extractos hidroalcohélicos de tallo, tanto “claro”
como “obscuro”, ambos con un porcentaje de inhibiciéon del 80%, siendo las estructuras de
raiz y hoja las menos eficaces para esta tarea con un 21 y 32 % respectivamente (Figura
28).

Figura 28
Actividad antioxidante por medio del método DPPH

Nota: De izquierda a derecha: Extractos acuosos: planta completa, raiz, Flor, Hoja, Fruto, Dosis
Recomendada Tallo; Extractos hidroalcohdlicos: Planta completa, tallo “claro”. Y tallo “oscuro”

La prueba de DPPH es el método més utilizado en la medicion de la capacidad antioxidante
de una muestra, cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con una sustancia que
puede donar un atomo de hidrégeno o una especie radical produce la forma reducida de
DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida del color y, por tanto, pérdida de la
absorbancia (Molyneux, 2004).
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Conclusiones

R. equisetiformis es utilizada para tratar diversas afecciones entre las que
destacan los padecimientos del riidn, mal de orin y para tratar la préstata en la
poblacién de Limon Chiquito, Veracruz, México.

Se cuantificaron 3 metabolitos primarios en R. equisetiformis, siendo las proteinas,
las de mayor abundancia en esta especie.

Se identificaron y se cuantificaron 8 metabolitos secundarios en R. equisetiformis,
tanto en extractos acuosos como hidroalcohdlicos en todas las estructuras de la
planta, siendo los compuestos fendlicos, quinonas y taninos los mas abundantes.
R. equisetiformis posee una elevada actividad antioxidante, debido a la gran
cantidad y variedad de los metabolitos secundarios que presenta, sin embargo, no
ejerce un efecto antioxidante en procesos de carcinogénesis, puesto que eleva los
niveles de los marcados de estrés oxidativo medidos en este estudio.

Se recomienda el uso de R. equisetiformis como un tratamiento preventivo.
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Entrevista etnoboténica
Universidad Nacional Auténoma de México {§
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza é}. &
- e ]
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion, L7/ P.A. Terapia SRS
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Russelia equisetiformis

N° de entrevista

Fecha:

Nombre:

Edad: Sexo:

1. ¢Con que nombre conoce la planta?

2. ¢Qué alimentos consume regularmente?
4. ¢Qué uso le da usted a la planta?

3. ¢ Qué parte de planta usa?

5. ¢Cbémo la consume/ aplica?

6. ¢Cuanto tiempo transcurrié desde la deteccion del problema hasta el inicio del
tratamiento?

7. ¢Cuanto duro el tratamiento y con qué frecuencia?
8. ¢Cuales fueron sus observaciones mas importantes durante el tratamiento?

9. ¢Ademas de utilizar la planta tenia otro tratamiento? ¢ cual era?

10. ¢ Present6 alguna molestia durante su uso?
11. ¢ Al termino del tratamiento ha observado nuevas lesiones?

Nota:
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Figura 29

Fotografias de la formacién de tumores

Nota: El tumor del ratén 6 peso 22.06 g y midio 3.7 de largo por 3 cm de ancho.
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