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1. Abreviaturas

Mg: Microgramos

pL: Microlitros

CAT: Catalasa

DMBA: 7,12-dimetilbenzo[a]antraceno
ERN: Especies reactivas de nitrogeno
ERO: Especies reactivas de oxigeno
Msnm: Metros sobre el nivel del mar
MDA: Malondialdehido

mg: Miligramos

mM: Milimolar

N: Nitrogeno

NADPH: Nicotinamida-adenina dinucledtido fosfato
NO-: Oxido de nitrégeno

NO2: Dioxido de nitrégeno

NOs: Nitrato

Oz oxigeno molecular

O2e: Anién superdoxido

Oa: Ozono

OH-: lon hidroxilo

RL: Radicales libres

SOD: Superoxido dismutasa

uVv: Radiacion ultravioleta
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1. Resumen

Momordica charantia forma parte de la familia Cucurbitaceae es una planta trepadora que
crece de manera natural sobre arbustos, paredes, arboles y ocasionalmente es cultivada.
Se distribuye mayormente en la zona tropical, principalmente en Africa, Asia y América
central. En México se tiene registro de esta especie en los estadosde Baja California Sur,
Campeche, Chiapas, Colima, Jalisco, Morelos, Nayarit, Tabasco, Veracruz y Yucatan.
Esta planta ha sido utilizada en la medicina tradicional en el tratamiento de distintas
enfermedades como el cancer, diabetes, ictericia, neumonia, fiebre reumatismo, malaria,
ademas, presenta actividad analgésica, antiinflamatoria, hipoglucemiante, cicatrizante y
antioxidante, entre otros.

Se ha establecido una relacién entre el origen del cancer con el estrés oxidativo, debido a
la produccién de mutaciones causadas por los radicales libres, asi como por la participacion
de estos en vias de senalizacion que promueven la supervivencia, proliferaciéon e invasion
de las células cancerigenas.

Bajo este principio, el objetivo de este estudio consistid en determinar el efecto de la
capacidad antioxidante de los extractos acuosos e hidroalcohodlicos de M. charantia en un
modelo murino de cancer de mama, mediante la evaluacion de marcadores de estrés
oxidativo.

Se realizé un estudio etnobotanico en la comunidad de Limén chiquito en el estado de
Veracruz, se recolectaron muestras de la especie para realizar pruebas de identificacion y
cuantificacion de metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides, quinonas, taninos,
alcaloides, esteroles, saponinas, sesquiterpenlactonas, cumarinas) asi como la actividad
antioxidante por el método del radical DPPH. Se analizaron 3 marcadores de estrés
oxidativo (concentracion de nitritos, actividad de catalasa, cuantificacion de
lipoperoxidacion).

De acuerdo a la informacion obtenida por medio de entrevistas etnobotanicas el principal
uso de esta especie es para el tratamiento de la diabetes, asi como en el tratamiento de
enfermedades en la préstata, rifiones y presion arterial. Se identificaron 9 metabolitos
(fenoles, quinonas, flavonoides, saponinas, alcaloides, esteroles, sesquiterpenlactonas,
taninos y cumarinas), siendo las saponinas, fenoles y esteroles lo de mayor concentracion.

La actividad antioxidante demostrd ser mejor en los extractos hidroalcohdlicos, asi como,
las partes con mejor actividad antioxidante son las hojas y los tallos.

El extracto de tallo aumento la concentracidbn de nitritos en higado en condiciones
normales, mientras que, en condiciones de estrés oxidativo los niveles de nitritos se
mantuvieron bajos.

Los extractos de planta completa y hoja disminuyeron los niveles de nitritos en
condiciones normales, sin embargo, en condiciones de estrés aumentaron la
concentracioén de nitritos.
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2. Marco teérico

3.1. Radicales libres

Los radicales libres se caracterizan por tener un electrén no apareado en uno de sus
orbitales atémicos, haciéndolos inestables y altamente reactivos, debido a que donan o
reciben electrones de otras moléculas, funcionando como oxidantes o reductores (Lobo,
2010).

Los radicales libres surgen dentro del cuerpo humano, como consecuencia de procesos
metabdlicos esenciales como reacciones enzimaticas (cadena respiratoria, la fagocitosis y
por el sistema del citocromo P-450), también se pueden obtener de fuentes externas a los
organismos (Lobo, 2010).

De acuerdo con Saikat Sen (2010) las fuentes de radicales libres son las siguientes:

Radiaciones UV, rayos X y microondas.

Reacciones catalizadas por metales.

Radicales libres presentes en la atmésfera.

Procesos inflamatorios

Neutrofilos estimulados por la exposicidon a microorganismos

Reacciones de transporte de electrones de la mitocondria

Interaccién con productos quimicos como gases producidos por los automoviles,
cigarros, asi como los gases provenientes de incendios y actividad volcanica.

e Consumo de alcohol y ciertas drogas, ademas del contacto con efluentes
industriales, asbesto, pesticidas, herbicidas, algunos iones metalicos y xenobidticos.

Los radicales libres se clasifican de acuerdo al grupo funcional presente en las moléculas
como bromo, nitrégeno, fosforo, oxigeno, cloro. Sin embargo, las especies reactivas de
oxigeno (EROs) son las mas comunes y de mayor relevancia en los procesos celulares.

3.1.1. Especies reactivas de oxigeno.

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son formas parcialmente reducidas o activadas
del oxigeno atmosférico (O2) (Choudhury, 2017), son capaces de aceptar electrones de
otras moléculas, afectando la estructura o funcién de macromoléculas e interfiriendo con el
funcionamiento normal de la célula (Garcia, 2015). Sin embargo estos compuestos también
cumplen una funcion en los procesos fisioldgicos, como en la produccidnde energia, la
sintesis de compuestos, la traduccién de senales (Carrillo, 2016), regulan procesos como
la secrecidén de insulina, la produccién de hormonas de crecimiento, la actividad de
proteinas transportadoras y canales de iones, favorecen la union de las proteinas G a
sus receptores (Macedo, 2012), participan en la activacion de vias de
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senalizacion celular relacionadas con el desarrollo y la proliferacién celular debido a que
son capaces de imitar y amplificar la accion de los factores de crecimiento (Bartosz, 2009).

Las EROs de mayor importancia en los procesos fisiologicos son el anién superdéxido,
radical hidroxilo y el peréxido de hidrogeno. El anién superoéxido se forma por la adicion de
un electron al oxigeno molecular, este proceso es mediado por nicotinamida adenina
dinucleédtido fosfato (NADP) oxidasa y por el sistema mitocondrial de transporte de
electrones, posteriormente este anion superoxido es convertido a perdxido de hidrogeno
por las superoxido dismutasas (SODs) (Birben, 2012).

El peréxido de hidrogeno se decompone al radical hidroxilo, a través de las reacciones
Haber-Weiss y Fenton (Figura 1) con la presencia de metales de transicion comoel Fe* o
Cu?" (Birben, 2012). En la reacciéon de Fenton el peréxido de hidrégeno interactuacon el
hierro formando un anion hidroxilo y un radical hidroxilo, mientras que en la reacciénde
Haber-Weiss, el radical superoxido reacciona con el perdoxido de hidrégeno que en
presencia de hierro como catalizador forma oxigeno, un anién hidroxilo y un radical hidroxilo
(Carrillo, 2016).

Fer* + H,0, - Fe3*++ OH +-0H Reaccion de Fenton

Fe3+ +-02 - Fe2+ + 0, Haber-Weiss

Figura 1. Reacciones de Haber-Weiss y Fenton

3.1.2. Especies reactivas de nitrégeno.

En condiciones de hipoxia, la cadena respiratoria mitocondrial produce 6xido nitrico (ON),
una molécula de senalizacidon necesaria en procesos biolégicos como el control de la
presion sanguinea, la inhibicibn de la agregacion plaquetaria y en procesos de
neurotransmision (Pedraza, 2006), es el precursor de las especies reactivas de nitrégeno
(ERN) (Garcia, 2015). Algunas de las funciones del 6xido nitrico son: participa en la
lipoperoxidacion, donde reacciona con los lipidos sustrayendo un atomo de H, el ON tiene
un papel dual actuando como pro-oxidante cuando reacciona con Oz para producir ONO™ y
como antioxidante al reaccionar directamente con los radicales formados durante la
lipoperoxidacién (Pedraza, 2006).

Las ERN son un grupo diverso de compuestos, que pueden ser o no radicales libres, debido
a que no todos poseen un electron desapareado; se producen de forma constitutiva y
presentan propiedades distintas (Gupta, 2014).
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Entre las especies reactivas de nitrégeno se incluyen el peroxinitrito (ONOQ7), el acido
peroxinitroso (ONOOH), el diéxido de nitrégeno (NO>), el tridxido de di-nitrégeno (N2O3),
entre otros.

3.2. Estrés oxidativo

El concepto de estrés oxidativo fue propuesto en 1985 por Sies H. quien lo definio como:
“Una alteracion en el equilibrio pro-oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros”, sin
embargo, este concepto fue adaptado en 2007 para incluir el papel de la sefializacién
redox: “El estrés oxidativo es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes que provoca
la interrupcién del control redox y provoca dafio molecular” (Sies, 2016).

Algunas de las causas por las cuales se produce el estrés oxidativo son:

1) Mayor nivel de compuestos enddgenos y exégenos que ingresan a la auto-oxidacion
produciendo radicales libres,

2) Agotamiento de las reservas antioxidantes de bajo peso molecular,

3) Inactivacion de enzimas antioxidantes,

4) Disminucion en la produccion de enzimas antioxidantes y de antioxidantes de bajo
peso molecular

La dinamica de los procesos relacionados con los niveles de radicales libres se muestra en
la Figura 2. Bajo condiciones normales los niveles de radicales libres se mantienen en
concentraciones normales. Sin embargo, pueden aumentar debido a una sobreproduccion;
si el potencial antioxidante es alto, los niveles de radicales pueden reducirse rapidamente
al rango normal (estrés oxidativo agudo), pero si el potencial antioxidante no es capaz de
controlar los niveles de radicales, la célula necesitara aumentar sus defensas antioxidantes,
pero requerira de tiempo y energia, provocando un estado de estrés oxidativo cronico. En
algunos casos los niveles de radicales libres no vuelven al rango inicial y el sistema se
estabiliza en un nuevo nivel mas alto, denominado cuasi-estacionario (Lushchak, 2014).
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Estrés oxidativo

Nivel de radicales cuasiestacionario

Oxidante Estres

oxidativo

agudo Estrés

oxidativo crénico

Nivel de radicales libres en estado estacionario

Tiemggne

Concentracién de radicales libres

Figura 2. Dinamica de los radicales libres en sistemas biolégicos (Modificado de Lushchak, 2014).

Las consecuencias del estrés oxidativo son alteraciones en la funcion de cualquier érgano,
sistema o grupo celular especializado (Venereo, 2002).

3.2.1. Dafo del estrés oxidativo

Es el dafno aleatorio e indiscriminado a biomoléculas, causado por los radicales libres
(Halliwell, 2007), que provoca dafios estructurales en el ADN que resultan en la
modificacion de proteinas y lipidos, la activacion de diversos factores de transcripcion
inducidos por estrés y en la produccién de citosinas pro y antiinflamatorias (Birben, 2012).

Las enfermedades causadas por el daio oxidativo se pueden clasificar en dos grupos:

1 Las generadas por pro-oxidantes que modifican el estado redox y alteran la
tolerancia a la glucosa, que favorece a las enfermedades como el cancer, la
diabetes mellitus, entre otras.

2 Las causadas por estrés de tipo inflamatorio, como la aterosclerosis y la
inflamacién cronica.

Se ha propuesto que la oxidacion de biomoléculas durante el estrés oxidativo repercute
directamente en el proceso del envejecimiento (Sanchez, 2013).
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3.2.1.1. Lipoperoxidacion

Si bien todas las biomoléculas pueden ser oxidadas por los radicales libres, en los lipidos
se produce el mayor dafo (lipoperoxidacion) al afectar las estructuras ricas en acidos
grasos poliinsaturados y alterando la permeabilidad de la membrana celular con la
consecuente produccion de edema y muerte celular (Venereo, 2002).

La peroxidacion lipidica consta de tres pasos: iniciacion, propagacion y terminacion. En la
etapa de iniciacion los radicales libres como el radical hidroxilo abstraen el hidrogeno de los
lipidos formando el radical lipidico, que en la fase de propagacién reacciona con el oxigeno
para formar un radical peroxi-lipido, el cual extrae un hidrogeno de otra molécula lipidica
generando un nuevo radical lipidico y el hidroperoxido lipidico, finalmente en la etapa de
terminacion los antioxidantes donan un atomo de hidrogeno a los radicales lipidicos
formando productos no radicales (Ayala, 2014).

De algunos de los productos de la lipoperoxidacién se obtienen lipidos perdxidados que al
degradarse originan nuevos radicales libres y compuestos citotoxicos como hidrocarburos
gaseosos Yy aldehidos, estos compuestos son altamente reactivos y pueden considerarse
como segundos mensajeros toxicos que difunden y aumentan los eventos iniciales de los
radicales libres, los aldehidos mas estudiados son el 4-hidroxinonenal (4-HNE) vy
malondialdehido (MDA), este ultimo es un aldehido de tres carbonos altamente reactivo
(Fagali, 2011; Chihuailaf, 2002).

Los factores que influyen en la magnitud del proceso de peroxidacién lipidica son:

a) La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.

b) El contenido de acidos grasos polinsaturados en la membrana y su accesibilidad.
c) El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles, glutation,
entre otros).

d) La activacion de enzimas antioxidantes como el glutation peroxidasa (GSH-Prx).

Una de las moléculas mas relacionadas con la lipoperoxidacion es el 6xido nitrico, ya que
reacciona con los lipidos quitandoles un atomo de H, desencadenando el proceso de
lipoperoxidacion (Pedraza, 2006).

3.2.1.2. Oxidacion del ADN

El ADN es también un blanco de ataque de los radicales libres, principalmente el
mitocondrial. Sin embargo, las alteraciones que pueda sufrir seran significativas en la
medida que sean intensas y capaces de eludir los sistemas de reparacion antes de que
ocurra la replicacion (Chihuailaf, 2002).

Con la oxidacion del ADN ocurren fendmenos como mutaciones, perdida o ganancia de
expresion, modificaciones oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones,
reordenamientos cromosomicos, desmetilacion de citosinas que activan genes, asi como la
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inactivacion o pérdida de algunos genes supresores que pueden conducir a la
carcinogénesis (Venereo, 2002).

3.3. Cancer

El cancer constituye un grupo heterogéneo de enfermedades que se caracterizan por la
acumulacion de mutaciones en el genoma de las células, afectando funciones y procesos
a nivel molecular, celular, tisular y sistémico (Pérez, 2017). Representa una de las
principales patologias que afectan a la poblacion mundial. En el ano 2018 de acuerdo con
la OMS se registraron 18.1 millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes a causa de
esta enfermedad, situandola como una de las principales causas de muerte alrededor del
mundo. El incremento en el niumero de casos se atribuye a diversos factores incluyendo el
crecimiento poblacional, el envejecimiento de la poblacion, asi como la difusién de agentes
carcindégenos que se encuentran en el medio ambiente y la prevalencia de causas
vinculadas al desarrollo econémico y social (Oliva, 2015; OMS, 2018).

Otros factores se asocian con estilos de vida poco saludables, predisposicion genética,
infecciones por algunos virus, exposicidon a productos quimicos, radiaciones ionizantes,
infecciones, entre otros. Se considera que estos factores interacttan de manera
multifactorial y secuencial que resulta en la formacién de tumores malignos (Oliva, 2015;
Goldman, 2014).

Ademas, las alteraciones en los genes que codifican ciertos antioxidantes estan asociadas
con el incremento en la proliferacion y progresion del cancer; por lo que, pueden provocar
pérdida o ganancia de funciones dependiendo del tipo celular, gen y la funcion del gen en
cuestion y aumentar o disminuir la capacidad antioxidante.

El tejido cancerigeno esta constituido por células cuya morfologia se encuentra alterada,
por lo que se cree que la causa de esta enfermedad yace en lesiones celulares. El cancer
es considerado como un desorden de células que se dividen de forma anormal, lo que
conlleva a la formacion de agregados que dafan tejidos vecinos, estas células tienen la
capacidad de migrar e invadir tejidos lejanos, produciendo metastasis (Sanchez, 2013).

En el 2011 Hanahan y Wienberg propusieron seis “hallmarks” o rasgos distintivos del cancer
que representan alteraciones esenciales en la fisiologia celular y determinan colectivamente
el desarrollo del cancer, estos son:

Mantener la sefializacion de proliferacién

Insensibilidad a las sefnales de inhibicion del crecimiento
Potencial de replicacion ilimitado

Angiogénesis

Invasion de tejido

Metastasis

Posteriormente en el aino 2011 se agregaron otros cuatro rasgos distintivos:

e Desregulacion energética
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e Evasion de la respuesta inmunitaria
e Promocion de procesos inflamatorios
e Lainestabilidad genética

3.3.1. Carcinogénesis
Se denomina carcinogénesis al proceso por el cual, las células normales se transforman en
células cancerosas, dicha transformacion se origina por alteraciones del material genético
y les otorgan la capacidad de dividirse a una tasa mayor y generar una descendencia que
conserve estas alteraciones con ventajas proliferativas (Sanchez, 2013)

Segun Martin de Civetta M. (2011), la carcinogénesis se lleva a cabo en tres etapas bien
definidas que son: iniciacion, promocion y progresion.

e |niciacion

Este proceso ocurre a nivel del genoma, se producen mutaciones causadas por agentes
fisicos, quimicos o virales. Los agentes fisicos y quimicos afectan las bases nitrogenadas
del ADN, alteran su estructura, producen mutaciones y estimulan factores de crecimiento.
Mientras que, los agentes virales activan genes que aumentan el crecimiento de tumores.
Para que las mutaciones producidas puedan desarrollar el proceso de carcinogénesis,
deben ser superiores a las mutaciones que se producen en los procesos normales de las
células (Lawrence, 2011).

Dentro del genoma humano existen genes relacionados con el desarrollo de tumores
(protooncogenes), normalmente estos genes estan relacionados con el crecimiento y
proliferacién de las células. Sin embargo, cuando sufren mutaciones se denominan
oncogenes y permiten a las células cancerosas proliferar, favoreciendo la carcinogénesis
(Sanchez, 2013).

e Promocion

Esta etapa se caracteriza por el crecimiento tisular y el comienzo de la angiogénesis,
causado por la participacion de factores de crecimiento que actuan como facilitadores de la
mitosis y de la degradacion de las matrices extracelulares. La angiogénesis es el proceso
por el cual se forman nuevos vasos a partir de una red vascular preexistente, es necesaria
para que todas las células tengan suministro de oxigeno y nutrientes, asi como un sistema
de eliminacion de productos del catabolismo (Jimeno, 2016).

e Progresion

En esta etapa esta implicada la capacidad de invadir tejidos vecinos o a distancia por parte
de las células tumorales, en condiciones normales existen moléculas de adhesion que las
mantienen juntas y permiten la transmision de sefales de una a otra, por lo cual las células
se encuentran ancladas en un lugar especifico. Sin embargo, las células tumorales tienen
la caracteristica de no estar fijas y pueden introducirse a los capilares sanguineos para
invadir otros 6rganos del cuerpo.



Rodriguez V. J., 2021, Efecto de extractos de Momordica charantia en la modulacion del estrés oxidativo en modelos de cancer.

3.3.2. Cancer de mama

El cancer de mama (adenocarcinoma) es una enfermedad maligna en donde la proliferacion
acelerada, desordenada y no controlada de células pertenecientes a distintos tejidos de la
glandula mamaria, forman un tumor que invade los tejidos vecinos y 6rganos distantes del
cuerpo (Martinez, 2007). Representa al tipo de cancer mas comun y la principal causa de
mortalidad en mujeres a nivel mundial. Algunos factores de riesgo asociados con el
desarrollo del cancer de mama son: la edad, antecedentes médicos personales o familiares,
la predisposicién genética, la obesidad, la menopausia tardia, la ausencia de embarazo o
embarazo tardio, exposicion a contaminantes ambientales y factores relacionados con el
estilo de vida como el consumo de alcohol, la falta de actividad fisica, entre otros (Shah,
2014).

La clasificacion histopatolégica de los carcinomas mamarios de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se divide en no invasores (in situ), invasores y
otros. El tipo histologico mas frecuente es el carcinoma ductal invasor que representa del
70 al 80% de los casos, el segundo mas comun es el lobulillar invasor (5-10%), dificil de
diagnosticar por su diseminacion difusa en vez de formar una masa. Otros tipos de cancer
menos comunes son el tubular, medular, mucinoso y papilar, entre otros (Castellanos,
2009).

3.3.3. Estrés oxidativo y cancer de mama

El papel del estrés oxidativo en la carcinogénesis no esta limitado a mutaciones en el ADN,
también actua en la activacion de vias de senfalizacién (Reuter, 2010), ya que una de las
funciones de los radicales libres es actuar como segundo mensajero y activar vias que
promuevan la supervivencia, proliferacion e invasion de las células cancerigenas. También,
ha sido demostrado que en pacientes con cancer de mama disminuyen los niveles de
antioxidantes, lo que conduce a un aumento de EROs y a la acumulacion significativa de
mutaciones.

El aumento de radicales libres durante el proceso de estrés oxidativo provoca una respuesta
inflamatoria cronica, a través del aumento en los niveles del factor de necrosis tumoral a
(TNFa). En tejidos cancerigenos de mama se ha encontrado evidencia de esta inflamacion
provocado por el estrés oxidativo lo que confirma la participacién de los radicales libres en
el desarrollo del cancer de mama (Devi, 2014).

3.4. Sistema antioxidante

Para contrarrestar el dafo oxidativo, los organismos poseen sistemas de defensa
antioxidante que son un conjunto de componentes quimicos o biologicos que contrarrestan
de manera directa o indirecta los efectos nocivos de los radicales libres (Lépez, 2012;
Sanchez, 2013). Desde un punto de vista fisiologico los antioxidantes se pueden clasificar
en:

e Primarios. Previenen la formacion de nuevas especies de radicales libres y
convierten algunos radicales libre en moléculas menos dafinas.
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e Secundarios. Intervienen cuando hay sobreproduccion de radicales libres y los
sistemas enzimaticos disminuyen, por lo que previenen las reacciones en
cadena oxidantes.

e Terciarios. Son los que ejercen su defensa mediante la reparacion de
biomoléculas danadas por los radicales libres. (Feduchi, 2010).

Por otro lado, bajo el enfoque de la bioquimica, los antioxidantes se clasifican en
enzimaticos y no enzimaticos (Coronado, 2015). A continuacién, se muestran algunos de
los antioxidantes mas importantes (Cuadro 1)

No enzimaticos

Acrénimo Nombre quimico Nombre comun
SOD Retinol Vitamina A
CAT Acido ascérbico Vitamina C
GTPx a-tocoferol Vitamina E
TRX B-Caroteno -
PRX Glutation  -—---
GST

Modificado de (Birben, 2012)
3.4.1. Antioxidantes enzimaticos

Las enzimas antioxidantes son capaces de estabilizar o desactivar radicales libres antes de
que ataquen a los componentes celulares, actuan reduciendo la energia de las especies
reactivas o donandoles un electron haciéndolos estables, interrumpiendo con las
reacciones en cadena de oxidacién y minimizando el dafo hacia las células (Krishnamurthy,
2012). Constituyen la primera linea de defensa celular frente a los radicales libres.

Las ‘principales enzimas que constituyen este sistema antioxidante son: la superoxido
dismutasa, catalasa y la glutatién peroxidasa. La enzima superéxido dismutasa transforma
el radical superdxido en oxigeno molecular y perdxido de hidrogeno, el cual es tdxico para
las células puesto que, al acumularse genera otros radicales libres como el radical hidroxilo,
por ello la catalasa descompone el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno reduciendo el
dano (Ighodaro, 2018)

Para que las enzimas antioxidantes cumplan su funcién, requieren micronutrientes como
cofactores para tener una 6ptima actividad catalitica y estos cofactores pueden ser metales
como selenio, hierro, cobre, zinc y magnesio, entre otros (Krishnamurthy, 2012)

34.1.1. Catalasa

Se trata de una proteina tetramérica comun y abundante en los tejidos vivos que contengan
oxigeno, utiliza hierro 0 manganeso como cofactor y cataliza la degradacion o reduccion
del peréxido de hidroégeno a agua y oxigeno molecular. Se localiza en los peroxisomas, pero
esta ausente en las mitocondrias de los mamiferos, lo que implica que en estos organelos
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la degradacion del peroxido de hidrogeno, sea llevada a cabo por otra enzima llamada
glutation peroxidasa (Ighodaro, 2018)

Se ha encontrado que una baja actividad de catalasa en conjunto con la acumulaciéon de
peréxido de hidrégeno aumenta el riesgo de padecer cancer de mama, por lo que la terapia
contra el cancer de mama ha demostrado ser mas efectiva al aumentar la actividad de
catalasa (Khan, 2010).

El mecanismo de reaccion de catalasa se lleva a cabo en dos pasos:

1. Primeramente, la enzima es oxidada por una molécula de perdxido de hidrogeno
formando agua y un intermediario que se denomina Compuesto 1.

2. El Compuesto 1 es reducido por otra molécula de perdxido regresando la catalasa
a su estado inicial, produciendo agua y oxigeno (Diaz, 2003).

La enzima catalasa tiene dos formas diferentes de actuar que varian de acuerdo con la
concentracion de peréxido. Si la concentracion es alta actua cataliticamente retirando el
peréxido de hidrogeno y produciendo agua y oxigeno mientras que en bajas
concentraciones de peréxido de hidrogeno y en presencia de un adecuado donador de
hidrogeno, por ejemplo: etanol, metanol, fenol, entre otros, actiua peroxidicamente
removiendo peroxido de hidrégeno y oxidando su substrato (Figura 3) (Estrada, 2010)

A) Catalasa B) Catalasa
2H,0,, — 0, + 2H0 ROOH + AH, ———— A + H,O0+ROH

Figura 3. A) Reaccidn catalitica y B) reaccion peroxidativa de la catalasa

3.4.2. Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos son sustancias que en concentraciones normales posee
una afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un radical libre,
funcionan cediendo un electron, transformandose en un radical libre débil no toxico
(Mayor, 2010). Algunos antioxidantes de bajo peso molecular son el acido ascérbico,
glutation, prolina, entre otros. Por otro lado, en los antioxidantes con alto peso molecular
se encuentran los metabolitos secundarios que son importantes para mantener el equilibro
redox (Vertuani, 2004)

3.4.21. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos que parecen no tener una funcion
directa en el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como en los procesos de
fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de
nutrientes, diferenciacion o formacion de carbohidratos y lipidos. Estos compuestos
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presentan una distribucidn restringida dentro del reino vegetal, debido a que no todos los
metabolitos se encuentran en todos los grupos de plantas, puesto que su produccion esta
limitada a un determinado genero de plantas, a una familia e incluso a algunas especies,
donde se sintetizan en pequefias concentraciones y no en forma generalizada (Avalos,
2009).

De acuerdo con sus rutas biosintéticas han sido divididos en tres categorias:

o Losterpenos se forman por la polimerizacién de unidades de isoprenos y esteroides,
se dividen en seis grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
tetraterpenos y esteroles.

e |os compuestos fendlicos son el grupo mas grande y diverso, dentro de los que se
encuentran los acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides y taninos.

e Los compuestos nitrogenados son alcaloides y glucésidos cianogénicos, son un
grupo diverso de compuestos que son fisiolégicamente activos en humanos y de
gran interés en la industria farmacéutica (Naivy, 2011).

La energia necesaria en las vias de sintesis de metabolitos secundarios se obtiene de la
liberada por el metabolismo primario en procesos como el de glucolisis, el ciclo de Krebs,
la oxidacion de la glucosa, acidos grasos y aminoacidos.

Son cuatro vias de sintesis de metabolitos secundarios que utilizan los productos del
metabolismo primario como la acetil coenzima A (AcetilCoA), el acido shikimico, el acido
mevaldnico y la Desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (Figura 4). La primera via es la del acetato, y
utiliza la AcetilCoA, formada por la descarboxilacion oxidativa del producto de la via
glucolitica y por la B-oxidacion de acidos grasos, esta via sintetiza metabolitos importantes
como: fenoles, prostaglandinas, entre otros. A partir del acido shikimico comienza la via de
sintesis que lleva el mismo nombre, éste es producido de una combinacion de
fosfoenolpiruvato (intermediario de la via glucolitica) y 4-fosfato eritrosa (de la via de la
pentosa fosfato), produce metabolitos como fenoles, lignanos y alcaloides. En la via del
acido mevalonico, se forma a parir de tres moléculas de acetil coenzima A, pero esta ruta
se canaliza en una serie de diferentes compuestos en comparacion con la ruta del acetato.
Finalmente, de intermediarios de la via glucolitica (acido piravico y 3-fosfato de
gliceraldehido) surgen metabolitos como terpenoides y esteroides (Dewick, 2002).
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Figura 4. Rutas de sintesis de metabolitos secundarios a partir del metabolismo primario. En color azul se
nuestra parte del metabolismo primario que participa en la produccién de metabolitos secundarios, en morado
las rutas de sintesis de metabolitos secundarios y en verde los metabolitos producidos.

3.4.2.1.1. Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos forman un grupo quimicamente heterogéneo, con funciones muy
diversas en las plantas, algunos participan en la defensa de éstas en contra de herbivoros
0 patogenos, algunos mas en el soporte mecanico, en la atraccion de los polinizadores y
dispersantes de frutos, en la absorcion de la radiacion ultravioleta dafina o en la reduccién
de las plantas competidoras préximas (Taiz, 2006). Estos compuestos juegan un papel muy
importante en la neutralizacién de radicales libres, intervienen como antioxidantes naturales
en los alimentos lo que se asocia con su papel protector en las enfermedades
cardiovasculares y el cancer (Porras et al, 2009).

3.4.2.1.2. Flavonoides.

Poseen un esqueleto carbonado (Ce-C3-Cs), se encuentran ampliamente distribuidos en las
plantas, tanto de una forma libre o como glicésidos, éstos ultimos se encargan de dar color
a las flores frutos y hojas (Dominguez, 1979). Los flavonoides tienen una gran capacidad
antioxidante, son esenciales en la proteccion frente a los fendmenos de dafo oxidativo. Sus
propiedades anti-radicales se dirigen fundamentalmente hacia el radical hidroxilo y
superoxido (Martinez et al, 2002).
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3.4.2.1.3. Taninos.

Son metabolitos ampliamente distribuidos en la naturaleza, presentan una estructura y
caracter polifendlico y se caracterizan por su solubilidad en agua. Existen tres grupos
estructurales: los taninos hidrolizables que se producen por una derivacion del acido
shikimico, los florotaninos que derivan por la via malonil CoA, y los taninos condensados
que derivan por biosintesis mixta de las dos rutas anteriores (lsaza, et al., 2007). Debido a
su potente capacidad antioxidante, estos compuestos pueden reducir el riesgo a
enfermedades cardiovasculares y cancer, lo que representa un gran interés en la nutricion
y la medicina (Oszmianski, et al., 2007)

3.4.2.1.4. Esteroides y esteroles.

Los esteroides constituyen una de las principales familias de moléculas presentes en
animales, plantas y hongos. Se encuentran en los lipidos insaponificables, entre los grupos
de esteroides presentes en las plantas se encuentran los esteroles (Llamos, ef a/., 2008)
que son alcoholes solidos que contienen de 27 a 29 atomos de carbono, en las plantas se
pueden encontrar libres, como esteres o como glicésidos. Han sido encontrados en todos
los érganos de las plantas, pero mayormente en las semillas (Dominguez X., 1979).

3.4.2.1.5. Saponinas.

Son compuestos constituidos por un anillo terpenoide o esteroidal conocido como aglicona
0 sapogenina, sustituidos por oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos que le
confieren un caracter anfifilico (Ahumada, 2016). Se disuelven en agua y disminuyen la
tension superficial de ésta, por lo que una caracteristica de estos compuestos es que al
agitar las soluciones se forma una espuma abundante y relativamente estable (Dominguez,
1979). Las saponinas tienen una amplia gama de propiedades bioldgicas en las que
resaltan la antitumoral, fungicida, hemolitica y antiinflamatoria (Ahumada, 2016).

3.4.2.1.6. Cumarinas.

Se les considera como compuestos derivados de la lactona del acido o-hidroxicinamico,
usualmente llamada cumarina. Este grupo de compuestos se pueden encontrar en
cualquiera de los 6rganos vegetales, desde raices hasta las flores y frutos. Se ha reportado
que las cumarinas pueden ser anticoagulantes, espasmoliticas e hipercolesteremicas o
inhibidoras del crecimiento vegetal (Dominguez, 1979).

3.4.2.1.7. Alcaloides.

Son compuestos que contienen nitrogeno formando parte de un anillo heterociclico, entre
sus caracteristicas destaca ser alcalinos y solubles en agua. Se sintetizan principalmente a
partir de aminoacidos como la lisina, tirosina y triptéfano. En las plantas actuan como
defensas frente a depredadores, debido a su toxicidad y capacidad de disuasiéon. Poseen
propiedades farmacoldgicas a concentraciones bajas, sin embargo, es toxico cuando sus
niveles de concentracién aumentan (Taiz, 2006).
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3.4.2.1.8. Quinonas

Son dicetonas ciclicas no saturadas, se forman de la oxidacion de compuestos aromaticos.
De acuerdo a su grado de complejidad quimica se clasifican en benzoquinonas
(monociclicas); naftoquinonas (biciclicas) y antraquinonas (triciclicas) (Leyva, 2016).

3.4.2.1.9. Sesquiterpenlactonas

Son estructuras terpénicas que poseen 15 atomos de carbono, incluyendo una lactona a-3
insaturada, son responsables de diferentes actividades bioldgicas entre las cuales destacan
la actividad citotdxica, antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antifungica, antiinflamatoria,
analgésica, entre otras (Villacorta, 2018).

3.5. Tratamiento antioxidante

Se ha propuesto que existe una relacion entre los radicales libres y mas de sesenta
problemas de salud incluido el proceso del envejecimiento, cancer, diabetes, alzhéimer,
problemas del corazoén, aterosclerosis, entre otros (Krishnamurthy, 2012). Como las
defensas antioxidantes endogenas no son completamente efectivas para detener al dano
oxidativo, se ha propuesto el incremento del consumo de antioxidantes exdgenos a través
de la dieta (Elejalde, 2001).

Mediante la reduccién de la exposicion a radicales libres y el incremento de la ingesta de
comida rica en antioxidantes (frutas, nueces, cereales y vegetales) se reduce el riesgo a las
enfermedades provocadas por el estrés oxidativo (Krishnamurthy, 2012)

Debido al alto contenido de antioxidantes presentes en las plantas se ha sugerido
incrementar el consumo de productos de origen vegetal como auxiliar en el tratamiento de
algunos padecimientos, de igual manera, han aumentado los estudios en las denominadas
plantas medicinales para contrarrestar los daios provocados por el estrés oxidativo.

Estudios sobre el beneficio del tratamiento antioxidante han dado resultados positivos en
el tratamiento alternativo en enfermedades cardiovasculares, del sistema nerviosos,
cancer, entre otros (Nufes, 2011), sin embargo, en algunos otros se obtuvieron resultados
contradictorios, debido a causas como: inicio precoz o tardio de la intervencion,
intervenciones poblacionales, por grupos reducidos con riesgo aumentado, dosis
insuficientes, utilizacion de un solo antioxidante o una combinacion de dos o mas,
evaluacion con parametros concretos de laboratorio, con variables bioldgicas o clinica
(Elejalde, 2001).

3.5.1. Estudio de plantas medicinales

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:

e Estudios Etnobotanico y Etnofarmacoldgico.
e Estudio Fitoquimico.
e Estudio de Actividad Biologica.
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3.5.1.1. Fitoquimica

La fitoquimica comprende el estudio de los metabolitos secundarios que se encuentran
presentes en las plantas. Para llevar a cabo este estudio se emplean diversas técnicas,
tales como el tamizaje fitoquimico, cromatografia de gases, cromatografia de capa fina,
cromatografia de liquidos de alta resolucién, espectrofotometria de masas,
espectrofotometria infrarroja, entre otras. Posterior a un analisis fitoquimico, se pueden
llevar a cabo distintas metodologias para determinar la actividad biologica de los
compuestos en cuestion (Carvajal, 2009).

35.1.2. Etnobotanica

La etnobotanica es la disciplina que estudia el lugar de las plantas en la cultura y la
interaccion directa de las personas con las plantas. Se trata de una herramienta util para la
recopilacién, descripcion y estudio de la cultura botanica popular. Los trabajos
etnobotanicos tienen una clara tendencia hacia el conocimiento de las aplicaciones
medicinales, por lo que muchos de ellos tienen un claro sesgo de caracter
etnofarmacoldégico (Pardo, 2003).

3.6. Momordica charantia

Momordica charantia comunmente conocido como meléon amargo, balsamo, catajera,
cundeamor, melon de ratén, cunde amor, papayiyo, pepino cimarron (Hanan, 2009), entre
otros, es un miembro de la familia Cucurbitaceae. Se trata de una especie trepadora que
regularmente crece sobre paredes, arbustos y arboles, ocasionalmente cultivada como
plantas ornamentales o para el consumo del fruto inmaduro (Prarthna, 2014). Sin embargo,
en México esta considerada como exotica e invasiva y crece en sitios perturbados, orillas
de caminos y parcelas (Hanan, 2009).

3.6.1. Descripcion

Trepando a otra planta puede crecer hasta seis metros de alto; presenta hojas simples
alternadas de 4 a 12 cm de ancho, 3 a 7 Iébulos debidamente separados y romos con
pequefos puntos marginales (Gupta, 2011). La morfologia del margen de la hoja se
muestra como “una mordida”, razon por la que recibe el nombre genérico Momordica que
significa “morder” (Prarthna, 2014). Las flores son actinomorfas y unisexuales (Gupta, 2011)
con cinco pétalos de color amarillo (Figura 5) (Kumar, 2010). El fruto es de forma ovoide a
elipsoidal, su exterior es estriado o verrugoso y de color verde o amarillo cuando el fruto
madura; presenta semillas elipticas planas que varian de 8 a 13 mm de longitud de color
negruzco con una cubierta roja, que generalmente tiene un sabor dulce y es consumido en
algunas localidades (Prarthna, 2014; Gupta, 2011; Hanan, 2009).
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Figura 5. Morfologia de Momordica charantia, (A) Tiene hojas simples y alternas con lobulos profundamente
separados. (C) Las flores son actinomorfas (D) El fruto tiene un aspecto ovoide, elipsoide o fusiforme. (Foto de
Javier Rodriguez 22 de septiembre 2018, Limon chiquito Ver. México

3.6.2. Origen y distribucion

El origen de Momordica charantia es incierto, sin embargo, se sabe que es nativa de los
trépicos del mundo y su origen pudo haberse dado en Africa tropical y Asia tropical (Hanan,
2009). Actualmente mantiene su distribucion en los trépicos principalmente en India, China,
Africa oriental, América central y del sur (Figura 6) (Prarthna, 2014; Kumar, 2010)

Figura 6. Distribucién de Momordica charantia en zonas tropicales (Obtenido de Lira et al, 2018)



Rodriguez V. J., 2021, Efecto de extractos de Momordica charantia en la modulacion del estrés oxidativo en modelos de cancer.

En México se considera una especie introducida con distribucion amplia. Se ha reportado
en los estados de Baja California sur, Campeche, Chiapas, Colima, Jalisco, Morelos,
Nayarit, Tabasco, Veracruz y Yucatan (Hanan, 2009).

3.6.3. Usos (etnobotanica)

Los frutos y brotes jovenes de M. charantia son considerados suplementos alimenticios en
algunas localidades de Africa occidental y en algunos paises de Asia, (Prarthna, 2014;
Gupta, 2011; Bakare, 2010).

Algunos usos en la medicina tradicional de esta especie son en el tratamiento del cancer,
la diabetes, ictericia, neumonia, fiebre, reumatismo, malaria, disenteria, asi como es
utilizada en el tratamiento de malestares como el dolor abdominal, hemorroides, flujo
vaginal, cdlicos, quemaduras, ademas, es usada como anticonceptivo, analgésico,
antiinflamatorio hipoglucemiante anticolesterolémico, antianémico, purgante, antiherpético,
, Cicatrizante, entre otros (Prarthna, 2014; Gupta, 2011; Semeniuk, 2018).

3.6.4. Estudios fitoquimicos

Los efectos benéficos de M. charantia han sido atribuidos a varios de sus componentes
bioactivos como saponinas, polisacaridos, proteinas, terpenos, alcaloides, flavonoides,
quinonas, acidos grasos, entre otros (Zhang, 2016).

De acuerdo con Dandawate, et al. (2016), los componentes que le dan su capacidad
anticancerigena inhiben el crecimiento de células anticancerigenas por la induccién de
apoptosis. La actividad anticancerigena de M. charantia ha sido demostrada en diversos
tipos de cancer incluyendo el carcinoma hepatocelular, cancer de pulmén, colon, vejiga y
mama (Santana, 2018).

M. charantia es una fuente rica en fitoquimicos, se han identificado triterpenoides, fenoles,
flavoniodes, aceites esenciales, esteroles y saponinas (Dandawate, 2016). Los esteroles
son conocidos por controlar los niveles de colesterol en sangre, ademas por ser
anticancerigenos, antiinflamatorios y antioxidantes, de igual manera, los terpenoides son
conocidos por su actividad antitumoral y antinflamatoria, mientras que los compuestos
fendlicos tienen importantes efectos como antioxidante, antimicrobial y anticancerigeno (De
Oliveira, 2018)
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Fuente

Sood et al, 2012

Mada et al, 2013

Oragwa et al,
2013

Prarthna et al,
2014

Hernandez et al,

2020

Quispe, 2018

Cervantes et al,
2017

Immaculate et
al, 2015

Semeniuk et al,
2018

Metabolitos
reportados

Terpenoides
Carbohidratos
Saponinas
fitoesteroles
Alcaloides
Taninos
Saponinas
Flavonoides
Esteroides
Alcaloides
Flavonoide
Glicosidos
Saponinas
Esteroles
Taninos
Cumarinas
Fenoles
Antraquinonas
Alcaloides
Flavonoides
Terpenoides
Saponinas
Alcaloides
Saponinas
Esteroles
Alcaloides
Fenoles
Flavonoides
Taninos
Alcaloides
Flavonoides
Cumarinas
Esteroles
Saponinas
Fenoles
Glucésidos
Taninos
Alcaloides
Saponinas
Flavonoides
Terpenoides
Flavonoides
Taninos/Fenol
es
Esteroides
Antraquinonas
Saponinas

Parte de la
planta

semillas

Hojas

Semillas

Hojas

Hojas

Hojas

Hojas

Planta completa

Hoja, semilla 'y
fruto

Cuadro 2.- Estudios fitoquimicos en extractos de Momordica charantia

Extraccion

Con Buffer de fosfatos salino.
(PBS)

En extractos acuosos y

etandlicos

En extracto etandlico

En extracto acuoso

En Extracto metandlico

En extracto hidroalcohdlico

En extracto etandlicos

En extracto etandlico

En fracciones etandlicas, la
cloroférmicas y acuosas
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3.6.5. Actividad biolégica
La actividad bioldgica de las plantas medicinales empleadas en la medicina tradicional son
el principal motivador para futuras investigaciones (Oliveira, 2018). Diversos estudios sobre
la actividad biologica de Momordica charantia la situan como un potente hipoglucémico que

conduce acciones potencialmente benéficas en el tratamiento de la diabetes (Prarthna,
2014)

Dos proteinas encontradas en M. charantia (a y B momorcarinas) son conocidas por su
funcién como inhibidoras del VIH, ademas, se han reportado otros componentes con alguna
actividad bioldgica en esta especie como glucésidos, saponinas, alcaloides, terpenos,
proteinas y esteroides (Prarthna, 2014, Shiha, 2009).

3.6.6. Actividad anticancerigena

M. charantia posee actividad anticancerigena y antileucémica, la cual ha sido documentada
en distintas lineas celulares incluyendo cancer de higado, leucemia, melanoma y sarcomas
solidos (Prarthna, 2014). Los fitoquimicos presentes en los extractos M. charantia han
demostrado clinicamente su capacidad de inhibir la enzima guanilato ciclasa, la cual esta
relacionada con la patogénesis y la replicacion en enfermedades como la soriasis, leucemia
y cancer. Ademas, se encontro evidencia limitada de que M. charantia mejora la funcion de
las células inmunes en personas con cancer (Kumar, 2010)

4. Justificacion

A nivel mundial, el nUmero de pacientes con cancer va en aumento, es considerado como
una de las principales causas de muerte. En México se sitla como la tercera causa de
muerte, siendo el cancer de mama el mas frecuente entre las mujeres y la primera causa
de muerte en México. Actualmente los tratamientos oncolégicos tienen como base la
cirugia, la radioterapia y la quimioterapia, sin embargo estos han demostrado ser poco
especificos y con diversos efectos secundarios. Por lo que resulta importante la busqueda
de terapias alternativas mas eficientes como la terapia antioxidante por medio del uso de
plantas medicinales.

5. Hipotesis

Los antioxidantes presentes en extractos de Momordica charantia modularan el estrés
oxidativo en modelos murinos de carcinogénesis.

6. Objetivo General

Evaluar el efecto de extractos de M. charantia, sobre la modulacion del estrés oxidativo,
usando marcadores de estrés oxidativo en modelos murinos de cancer.
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6.1. Objetivos particulares

e Realizar un estudio etnobotanico por medio de entrevistas etnobotanicas en la
localidad Limén Chiquito, Ver.

¢ Identificar y cuantificar los metabolitos primarios y secundarios en extractos
hidroalcohdlicos y acuosos de M. charantia.

e Evaluar la capacidad de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica
charantia.

¢ Analizar la modulacion de estrés oxidativo, por medio de marcadores en modelos
murinos de cancer, durante el proceso de carcinogénesis.

7. Zonade estudio

La zona de estudio se encuentra en la localidad de Limoén Chiquito (20°40'49.3"N;
97°16'55.3"W, 54 msnm) (Figura 7), Mpio. Cazones de Herrera, Veracruz.
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Figura 7. Localidad Limén chiquito, municipio Cazones de Herrera Ver. En los puntos rojos se localizan los
lugares de recolecta de M. charantia.

8. Metodologia

8.1. Estudio etnobotanico

Se realizaron 50 entrevistas de forma aleatoria en la comunidad de Limén chiquito Veracruz,
con el fin de obtener mayor informacién acerca de Momordica charantia como son el uso,
modo de preparacién, dosis utilizada, contraindicaciones, entre otros.

8.2. Recolecta de la muestra

Se recolectaron tres ejemplares completos y se prensaron para su identificacion en el
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herbario nacional de México (MEXU). Ademas, se recolecté para la preparacion de los
extractos, 200g de cada estructura (hoja, tallo, fruto, y planta completa), debido a la poca
presencia de flores solo se recolectaron 40 g.

8.3. Extraccion
Se prepararon dos diferentes tipos de extractos in situ.

e Hidroalcoholicos: Se pesaron 100 g de cada estructura, cada una de ellas se coloco
en un litro de alcohol etilico 70 %. Finalmente se almacend en refrigeracion por un
mes a una temperatura entre 0 y 5 °C.

e Acuosos: Se prepararon por cocimiento, utilizando 100 g de cada estructura. Las
muestras se colocaron en un litro de agua a temperatura de ebullicién, se dejo al
fuego por cinco minutos y se almaceno para su traslado al laboratorio.

En el caso de las flores, para cada extracto solo se utilizaron 20 g y se utilizé una cantidad
proporcional del solvente (200 ml para cada caso).

e Obtencidn de extractos secos.

Los extractos obtenidos se colocaron en bafio maria, posteriormente se obtuvieron
extractos secos los cuales fueron pesados para obtener el rendimiento de la extraccion.

8.4. Cuantificacion de metabolitos primarios

Por medio de los extractos obtenidos de M. charantia, se cuantificaron los metabolitos
primarios (proteinas, lipidos, carbohidratos reductores, no reductores y totales).

8.4.1. Cuantificacion de proteinas

Se utilizé el método de Lowry, el cual se basa en la formacién de un complejo colorido
cuando reaccionan las proteinas con cobre, ademas eneste método se agrega el reactivo
de Folin-Ciocalteu para incrementar la intensidad del color desarrollado, esto ocurre
cuando el complejo formado por el ion metalico y los nitrégenos de la proteinas, transfiere
los electrones al complejo Fosfomolibdato- fosfotungstato, lo que produce una coloracién
azul que se lee por espectrofotometria (Sanchez, 2013).

Se prepar6 una curva de calibraciéon con concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/mL
a partir de una solucién patron de albumina purificada2 mg/mL. A un ml de las muestras,
asi como de las soluciones patron de la curva se le agregaron 5 ml del reactivo C (Na2COs
al 2% en NaOH 0.1 M, CuS0O4+5H20 1 % y tartrato de sodio potasio 2% en proporcion
50:0.5:0.5). Posteriormente se agrego6 0.5 ml del reactivo Folin-ciocalteau, se incubaron a
temperatura ambiente por 30 minutos. Finalmente se obtuvieron las absorbancias a 580
nm.
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8.4.2. Cuantificacién de carbohidratos

Se llevd a cabo en tres etapas, en la primera parte se cuantificaron los carbohidratos totales
a través del método Fenol-sulfurico, en la segunda etapa se cuantificaron carbohidratos
reductores por el método del acido Dinitrosalicilico, finalmente la concentracién de
carbohidratos no reductores se obtuvo por diferencia.

a) Fenol-sulfurico. Este método se basa en la deshidratacion de carbohidratos con la
adicioén del acido sulfurico, con esta reaccién se forman derivados del furfural y el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), cuando este interactua con el fenol facilita la formacion
de complejos que permiten la coloraciéon de la solucion y su cuantificacion por
espectrofotometria (Lopez, 2017). Se prepard una curva de calibracién a partir de
una solucion patron de glucosa [0.1 mg/ml]. Se tom6 1 ml de cada extracto, asi como
de las soluciones patron, se agregd 0.5 ml de fenol al 5% y 2.5 ml de 4cido sulfurico
concentrado. Se incubaron por 20 minutos para finalmente leer la absorbancia de
cada muestra a 490 nm.

b) Acido Dinitrosalicilico (DNS). Se basa en una reaccién redox entre el DNS y los
azucares reductores presentes en la muestra (Gil, 2006). Se empled una curva de
calibracion con un patron de glucosa 2 mg/ml. Se tomé 0.5 ml de cada extracto, asi
como de las soluciones patrén. Se agregd 0.5 ml del reactivo de DNS a cada
muestra, posteriormente se coloc6 en bafio maria a 100°C por 5 minutos. Desues
se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se anadié 5 ml de agua destilada. Por
ultimo, se realiz6 la lectura a 540 nm en espectrofotometro.

c) Finalmente, la concentracion de carbohidratos no reductores se obtuvo restando los
carbohidratos reductores de los totales.

8.4.3. Lipidos

La cuantificacion de lipidos se realiz6é con el método de la sulfo-fosfo-vainillina (Mishra, et
al., 2014), donde los lipidos reaccionan con el &cido sulfurico en presencia de calor,
formando iones carbonio, que en presencia de sulfo-fosfo-vainillina produce una coloracion
rosada que se cuantifica por espectrofotometria.

Se utilizé una curva de calibracién de colesterol para obtener la concentracion de lipidos, a
100 pL de cada muestra se le agregd 1 ml de acido sulfurico, posteriormente se colocé en
bano maria a 100° C por 10 minutos. Después se tomaron 100 pL y se le adicionaron 2.9
ml de vainillina (10%), se dejé reposar por 10 minutos y se midié por espectrofotometria a
530 nm.

8.5. Identificacion de metabolitos secundarios

Se realizé la identificacion de metabolitos secundarios in situ durante la recolecta y en el
laboratorio, utilizando los extractos secos.
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e |[nsitu

Se utilizaron 0.5 g de cada estructura que se colocé en un tubo de ensayo con 1 ml de
solvente, se macer6 con ayuda de un agitador de vidrio para finalmente a cada extracto
aplicarle los métodos de identificacion que se describen a continuacion.

e Laboratorio

De los extractos secos obtenidos se prepararon soluciones de 0.1 g/ml, y posteriormente
se realizaron diluciones seriadas para obtener concentraciones de 0.01, 0.001, 0.0001,
0.00001 g/ml, a las cuales se les aplicaron los ensayos para la identificacion de metabolitos
secundarios.

8.5.1. Identificacion de compuestos fendélicos por el método del
Cloruro férrico.

Para la identificacion se utilizé el método de cloruro férrico (FeCls)(Barrera, 2014), el
cual se basa en el ataque producido por el lon cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo
de los compuestos fendlicos, provocando una ruptura de enlace y la unién del grupo
fendxido al hierro para la formacion del complejo, que produce un cambio del color. La
coloracién azul, verde, rojo o negro indica la presencia de fenoles. Para llevar a cabo
esta prueba se tom6 1 ml de una solucién acuosa del extracto y se le afnadieron 10
gotas de FeClz 2.5%.

8.5.2. Identificacion de flavonoides por el método de Shinoda

Se utilizo la técnica de Shinoda, la cual se utiliza para aquellos flavonoides que tengan
en su estructura un nucleo benzopirona como en flavonas, flavonoles, flavanonas, entre
otros (Monedero, 2016). En esta reaccidon el magnesio metalico es oxidado por el HCI
concentrado, dando como producto Hidrégeno y MgCl; el cual forma complejos con los
flavonoides dando coloraciones rojizas (Martinez, 2007). A 0.5 ml de los extractos se le
agrego un trozo de limadura de Magnesio, posteriormente se agregaron 4 gotas de HCI
concentrado.

8.5.3. Identificacion de Taninos por dos métodos distintos.
Para la identificacion de estos compuestos se realizaron dos pruebas las cuales son:

l. Reacciéon con Cloruré 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 identificacion, al formarse el complejo con la union
del grupo fenodxido al hierro, pueden surgir distintas coloraciones lo que
ayudara a diferenciar entre fenoles y taninos, una coloracion rojo-vino indica
compuestos fendlicos en general, una coloracion verde intensa indicara
taninos del tipo pirocatecolicos, mientras que una coloracién azul senala la
presencia de taninos del tipo pirogalol (Barrera, 2014). A 0.5 ml de cada
extracto se le agrego6 0.5 ml de cloruro férrico y 0.2 ml de agua, se observo
el color producido.
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Il. Reacciona con grenetina- NaCl. Esta técnica se basa en la habilidad de los
taninos para precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas (Isaza, 2007). A
0.5 ml de cada extracto se le afadio 0.5 ml de grenetina-NaCl, después se
le agregd 5 gotas de HCI concentrado y se dejo en reposo para la formacién
del precipitado.

8.5.4. Identificacion de esteroles con la prueba de Lieberman-
Burchard y Salkowski

La prueba de Lieberman-Burchard (Arranz, 1994) es usada para cualquier esteroide o
triterpenoide con un doble enlace (y en algunos casos aun insaturados) pueden dar
positivos con esta reaccion. Esta prueba causa un cambio de color debido a la
deshidrataciéon que se da para la formaciéon de dienos. Se tomé 1 ml del extracto
cloroférmico y se le adicionara 1 ml del reactivo de Lieberman-Burchard, una coloracion
azul, verde, rojo, rosado o violeta es positivo para esta prueba.

La prueba de Salkowski es positiva cuando hay un cambio de coloracién hacia el
amarillo o el rojo; cuando hay presencia de esteroides insaturados se forma un anillo de
color rojo, se tomaron 0.5 ml del extracto cloroférmico y se adicionaron 10 gotas de
acido sulfurico.

8.5.5. Identificacion de saponinas por el método de espuma.

Se utilizé el método de espuma (Mac Donald, 2005) para la identificacion de saponinas,
este método se basa en la propiedad de las saponinas para disminuir la tension
superficial de los liquidos, provocando abundante espuma al agitar las soluciones. Se
tomé 0.5 ml de cada extracto, se coloco en un tubo de ensayo, posteriormente se agité
vigorosamente para la formacién de la espuma. Si la espuma que se forma se mantiene
por mas de 1 minuto se considerara positivo para la presencia de saponinas.

8.5.6. Identificacion de cumarinas con la prueba de Baljet.

La prueba de Baljet (Orantes, 2008) se basa en la formacién de un complejo coloreado
entre el acido picrico y la lactona a, B y y insaturada. Para la identificacion de cumarinas
se tomo 0.5 ml del extracto y se le agreg6 200 pL del reactivo del Baljet. Un color naranja
se considera positivo para este ensayo.

8.5.7. Identificacion de sesquiterpenlactonas con la prueba de
Baljet.

Al igual que con las cumarinas, esta prueba se basa en la identificacién del anillo
lacténico de las Sesquiterpenlactonas, por lo que se utilizé esta misma técnica con una
variacion para la identificacion de este compuesto. Se tom6 0.5 ml del extracto etandlico
se le adicion6 200 L del reactivo del Baljet, posteriormente se le agregaron cuatro gotas
de hidréxido de potasio. Una coloracion naranja o rojiza se considera positivo.

8.5.8. Identificacion de alcaloides por tres métodos distintos.

Las técnicas de identificacion de alcaloides se basan en la capacidad que tienen los
alcaloides en estado de sal de combinarse con el yodo y metales pesados formando
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precipitados con distintos reactivos. Se realizaron las pruebas de Mayer, Dragendorff y
Wagner (Coy, 2014).

e Mayer: Se basa en la acidez de los alcaloides en su forma de sales para la formacion
de un precipitado blanco o amarillo claro y se utiliza para la identificacion no
especifica de alcaloides. A 0.5 ml de cada extracto se le agregd 0.5 ml del reactivo
de Mayer y se observo la formacion del precipitado.

e Dragendorff: La presencia de alcaloides se identifica por la formacion de un
precipitado naranja rojizo en una solucion acida de alcaloides. Se tom6 0.5 ml de
cada extracto, se le adicioné 0.5 ml del reactivo de Dragendorff, finalmente se
observé la formacion del precipitado.

e Wagner: Con esta prueba la presencia de alcaloides se determin6 con la formacion
de un precipitado pardo oscuro rojizo. Se tomd 0.5 mL de cada extracto, se adiciond
0.5 ml del reactivo de Wagner y se observo la formacién de un precipitado.

8.5.9. Identificacion de quinonas.

La técnica utilizada en la identificacién de quinonas, se basa en la solubilidad de las
quinonas en una solucién de hidroxido de sodio, las quinonas a y B hidroxiladas en esta
solucion dan coloraciones que van del amarillo pasando por el rojo al violeta. Se tomo
0.5 ml del extracto y se le agregaron 4 gotas de etanol, 8 gotas de hidréxido de sodio y
se observo la coloracion.

8.6. Cuantificacion de metabolitos secundarios

8.6.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos por el método de
Folin-ciocalteu.

Se utilizé la técnica de Folin-Ciocalteu, se basa en la reduccién del &acido
Fosfomolibdotungstico por los compuestos fendlicos presentes en los extractos de las
plantas a un pH basico, formando un complejo de color azul intenso que presenta un
maximo de absorcién a 760 nm (Avella, 2008).

Se realizé una curva patron a partir de una soluciéon de acido galico 0.1 mg/ml, se
prepararon soluciones con concentraciones de 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 mg/ml, para la
construccion de la curva. Se utilizaron soluciones acuosas de cada extracto, de cada
una de ellas se tom6 un ml y se le anadié 0.5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu,
dejandose reposar por 5 minutos, posteriormente se adicion6 1.5 ml de carbonato de
sodio al 20%, se agitdé y dejé reposar por 30 minutos. Finalmente se obtuvo la
absorbancia de las muestras a 760 nm.

8.6.2. Cuantificacién de flavonoides

Se utilizé la reaccion con cloruro de aluminio, la cual se basa en la formacion de
complejos acidos estables con el grupo ceto en el carbono 4 y los grupos hidroxilo en
los carbonos 3 y 5 de flavonas y flavonoles, también por la formacion de acidos labiles
con los grupos orto-hidroxilos de los anillos A o B de los flavonoides. Los complejos
formados presenten un maximo de absorcion a 415 nm (Chang, 2002).
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Se prepardé una curva patron a partir de una solucion de quercetina (10 pg/ml). Se tomo
un ml de una solucién etanodlica de cada extracto, asi como de las soluciones de la curva
patron, se les agregd 1 ml de cloruro de aluminio 10%, un ml de acetato de potasio, se
dejé incubar en oscuridad por 30 minutos y se midié la absorbancia a 415 nm.

8.6.3. Cuantificacién de taninos.

La concentracion de taninos se obtuvo por el método de yodato de potasio (Camacho,
2012) el cual se basa en la formacion de un complejo colorido entre el yodo y los taninos
presentes, haciendo posible su cuantificacion midiendo la absorbancia a 550 nm.

Para realizar la prueba se preparé una curva patron de &cido tanico 2 mg/ml,
posteriormente a un ml de la solucion patrén, asi como a las muestras diluidas en
acetona 70%, se agregdé 5 ml de yodato de potasio 2.5%. Se incub6 a temperatura
ambiente por 7 minutos midiéndose la absorbancia a 550 nm.

8.6.4. Cuantificacion de esteroles por el método de Lieberman-
Buchard.

Se llevo a cabo por el método de Liebermann-Buchard (Arranz, 1994) este método se
basa en la reaccion de los esteroles con un acido fuerte formandose sustancias
coloridas que se cuantifica por espectrofotometria. Se prepard una curva de calibracion
de colesterol un mg/ml, asi como soluciones cloroférmicas de cada extracto, de las
cuales, se tom6 un ml de cada uno, se le agregaron un ml del reactivo de Liebermann-
Buchard, 1 ml de cloroformo, posteriormente se dejaron reposar por 10 minutos y se
registraron lecturas de absorbancia a 626 nm.

8.6.5. Cuantificacion de saponinas.

La cuantificacion de saponinas se llevé a cabo con el método indirecto de carbohidratos
reductores (Ledn, 2012) que se basa en la cuantificacion de los azucares reductores
producidos por la hidrolisis de las saponinas. Fue utilizada una curva de calibraciéon de
Saponina Quijalla 50 mg/ml. A un ml de las soluciones patron asi como de la muestras
se agregaron 3 ml de agua destilada y se coloc6 en bano maria con una temperatura
entre 60 y 70 °C, se agreg6 0.2 ml de acido clorhidrico concentrado y se incubaron por
20 minutos. Posteriormente se interrumpio la reaccion con un bafio de hielo y se ajusto
el pH entre 6.5 y 7.2. Finalmente se igualo en volumen de las muestras y se
cuantificaron carbohidratos reductores usando el método del acido dinitrosalicilico
mencionado anteriormente, para obtener la concentracion de saponinas presentes se
uso la siguiente formula:

Carbohidratos R. (de la hidrolisis) -- Carbohidratos R. (antes de la hidrolisis)= C. Generados
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8.6.6. Cuantificacién de cumarinas

Se utilizé la reaccidn con acetato de plomo descrita por Bravo M, Jiménez G, (2011),
basada en la formacién de un complejo coloreado por la interaccién entre el plomo y el
nucleo benzopirona de las cumarinas. Se utiliz6 una curva de calibracion con
Umbelliferona 2mg/ml. Se tomaron 200 pL de cada extracto, asi como de las soluciones
patrén, se agregaron 2 ml de agua destilada, 0.5 ml de Acetato de plomo al 5% y se
aford a 10 ml. Después se centrifugé a 3500 rpm por 10 minutos, se tomo6 un ml del
sobrenadante, se agregaron 4 ml de HCI 0.1 M y se obtuvieron las absorbancias a 320
nm.

8.6.7. Cuantificacién de alcaloides

Se utilizd la técnica que se basa en la reaccion de los alcaloides con el verde de
bromocresol formando un complejo colorido entre el verde de bromocresol y el alcaloide
a un pH 4.7, mencionado por Shamsa, et al. (2008). Se preparé una curva de calibracion
con cafeina 0.1 mg/ml. Se realizaron diluciones del extracto seco utilizando HCI 2 N
como solvente, a un ml de esta solucion se le realizé una extracciéon con cloroformo, se
agregaron 5 ml de verde de bromocresol y 5 ml de buffer de fosfatos, se mezclo y se
realizé una nueva extraccion con cloroformo. Finalmente se tomé una alicuota y se lee
su absorbancia a 470 nm.

8.6.8. Cuantificacion de quinonas
La cuantificacion de quinonas se llevo a cabo por el método del tricloruro de aluminio
(Ramal, 1994). Para realizar la cuantificacion se preparé una curva patrén de quercetina
(1 mg/ml). A un ml de cada muestra, asi como de cada solucion patron se agregaron 3
ml de metanol, posteriormente se agregaron 3 ml de tricloruro de aluminio y finalmente
se lee la absorbancia a 415 nm.

8.6.9. Cuantificacion de Sesquiterpenlactonas
La cuantificacion de estos metabolitos se realizé por el método del picrato de sodio
(Villacorta, 2018), se basa en la formacién de un complejo entre el acido picrico y la
lactona a, B y y insaturada, dicho complejo presenta coloracion rojo claro a oscuro. Los
complejos formados presentan una maxima absorcion a longitud de onda de 495 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion de estafiatina un mg/ml, a un ml de las soluciones
de la curva de calibracion, asi como a las muestras disueltas en etanol se agregaron 2
ml de picrato de potasio (Carbonato de sodio y acido picrico), se incubaron por 30
minutos y se midio6 la absorbancia a 495 nm.

8.7. Cuantificacion de la actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante se utilizd el método del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)(Kuskoski, 2005) que posee una coloracion violeta, al mezclarse con
un compuesto antioxidante se reduce y provoca la pérdida del color.
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Se realizé una curva patron con acido ascorbico. De cada muestra se tomaron 50 pL y se
mezclaron con 2.95 ml de la solucion DPPH 0.1 mM, las muestras se incubaron en
oscuridad por 30 minutos y se ley6 la absorbancia a 517 nm.

8.8. Marcadores de Estrés oxidativo.

Para poder estudiar el efecto de la capacidad antioxidante de Momordica charantia en la
carcinogénesis, se usaron como modelo biolégico ratones CD-1 a los que se les aplico
como tratamiento los extractos obtenidos, en estos modelos fueron estudiados los
siguientes marcadores de estrés oxidativo: la concentracion de nitritos, lipoperoxidacién,
actividad de catalasa, asi como la presencia de tumoraciones en los grupos de ratones.

8.8.1. Disefio experimental

Se utilizaron 60 ratones CD-1 hembras de tres meses de edad, los cuales fueron
agrupados en grupos de 6 ratones, a cada uno se aplicé un tratamiento diferente (Cuadro
3), la metodologia se realizd con base en la Norma Oficial Mexicaca NOM-062-Z00-1999.

Numeros de los Tratamiento
ratones
Planta completa acuoso +DMBA
Hoja acuoso + DMBA
Tallo acuoso+ DMBA
Control (DMBA)
Vehiculo (Aceite de olivo)
Planta completa acuoso
Hoja acuoso
Tallo acuoso
Planta completa hidroalcohdlico
Control

(el e)le)ie) el erler e le) el

8.8.2. Induccién con DMBA

El DMBA (7,12-Dimethylbenz[a] antraceno) es un hidrocarburo aromatico policiclico y
requiere de biotransformacion en el higado y la glandula mamaria (Oliveira, 2015), es un
potente carcindbgeno o6rgano-especifico, que induce la formacién de tumores en las
glandulas mamarias cuando las ratas son expuestas a este compuesto (Manjanatha, 2000).
Se utilizé una dosis de 2.56 mg por cada 30 g de peso del ratdon, disuelto en 50 uL de
aceite de oliva y se aplico via oral, posteriormente se observd por tres meses la aparicion
de tumores y cambios en el comportamiento.

8.8.3. Tratamiento

Por medio de las entrevistas etnobotanicas se obtuvo la dosis que emplea la gente para
una persona, asi como la duracion del tratamiento. La dosis que fue administrada a los
ratones se obtuvo haciendo la proporcién entre el peso y la cantidad usada por una persona
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adulta, mientras que la duracion fue la que se obtuvo con mayor frecuencia en las
entrevistas (1 mes).

8.8.4. Sacrificio y obtencion de muestras

Los ratones se sacrificaron por decapitacion con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, un mes después de haber comenzado a aplicar el tratamiento, la sangre
se colectd en tubos Vacutainer con heparina, finalmente se centrifugaron para la
obtencién del suero, el cual se usdé de manera inmediata, manteniéndolo
aproximadamente a 4°C.

e Obtencién de homogenado de higado.

Se extrajo el higado de los organismos inmediatamente después de haberlos sacrificado,
posteriormente fueron perfundidos con solucion salina 0.9%, y macerados con buffer Tris
pH 7.4 manteniéndolo a 4°C, se filtré y se obtuvo el homogenado que se mantuvo a 4 °C
hasta la realizacion de las pruebas.

8.8.5. Cuantificacién de nitritos

Se utilizo el método de Griess, el cual se basa en la formacion de un cromoéforo por la
reaccion de sulfanilamida con nitritos en medio acido, seguido de un acoplamiento con
aminas biciclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro (Familia, 2010). Se
prepard una curva patron utilizando como patrén de Nitrito de Sodio (100uM). Se tomaron
50 pL de suero y se completaron con agua destilada a un ml, del homogenado se tomaron
0.5 ml y se complet6 con agua destilada a un ml, a cada una de estas soluciones, asi como
a las de la curva patrén se les adicioné un ml de sulfanilamida en acido fosforico, se
incubaron por 15 min en obscuridad, posteriormente, se agregdé un ml de NED (N-(1-Naftil
etilendiamina) y se dej6é incubar otros 15 min en oscuridad. Finalmente se registro la
absorbancia de las muestras a 540 nm.

8.8.6. Andlisis de lipoperoxidacion.

Se uso la prueba del acido tiobarbiturico (TBARS), el cual se basa en la cuantificacién de
productos de reaccion de especies reactivas al oxigeno con los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares como el malondialdehido y las especies
reactivas al acido tiobarbiturico (Puntel, 2005).

Se tomo 0.1 ml del suero o del homogenado seguin corresponda, al cual se le agregé 0.1 ml de
buffer TRIS-HCI, 0.1 ml de FeSOsy 0.1 ml de acido ascorbico. Posteriormente se afiadid
0.6 ml de agua destilada para completar el volumen de un ml. Esto se incub6 a 37 °C por
15 minutos.

Al finalizar este lapso se afnadio 1 ml de TCA y 2 ml de TBA, se incubaron por 15 minutos
en bafno Maria a 100 °C. Se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y se leyd el
sobrenadante a 532 nm. La concentracion de malondialdehido se calculé usando el
coeficiente de extincion del complejo MDA-TBA el cual es 1.56 x 105 M cm™ y los
resultados se expresaron como nmol/mg de proteina.
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8.8.7. Cuantificacién de la actividad de catalasa

Se determiné de acuerdo a la metodologia descrita por Chance y Machley (1995) se basa
en la medicion espectrofotométrica de la descomposicion del peréxido de hidrégeno por la
catalasa a 240 nm, se agreg6é 20 pL del homogenado de higado de cada ratén a una
solucion de peréxido de hidrogeno, se realizo lectura cada 10 segundos por 3 minutos.

Finalmente, los resultados de las pruebas se expresan sobre mg de proteina, que se midio
utilizando el método de Biuret, para cuantificar proteinas en suero y homogenado de
higado.
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9. Resultados

9.1.

Estudio etnobotanico

Con base en las entrevistas realizadas en la localidad de Limoén chiquito, se obtuvo
informacién acerca de los usos de Momordica charantia o mora como es conocida por los
integrantes de la comunidad (Cuadro 4).

Estructura
de la
planta a
utilizar

planta
completa

X

planta
completa

planta
completa

planta
completa

X

Forma de
preparacion

cocimiento

X

cocimiento

cocimiento

cocimiento

X= informacion desconocida.

cantidad

un pufio de

planta en un litro

de agua
X

un rollo en un
litro de agua

un rollo en un
litro de agua

X

Forma de
aplicacion

ingestion oral

X

ingestion oral

ingestion oral

ingestion oral

X

No. de
entrevist
a

13

31

50

Porcentaj

e%

26

62

100

Como se puede observar en la Figura 8, la mayor parte de la poblacién entrevistada no
conoce algun uso medicinal que se le atribuya a esta planta, por lo que a pesar de ser
abundante su uso no es muy popular en la comunidad, sin embargo, el uso mas frecuente
es como auxiliar en el control en la diabetes y los “niveles de azucar”, por otro lado, su uso
como tratamiento para las demas afecciones no es comun.

De acuerdo con el Cuadro 4, los resultados de las entrevistan coinciden que para la
preparacion de esta planta se debe de utilizar la planta completa y se lleva a cabo por
cocimiento con agua, finalmente, la dosis recomendada por la poblacion es de un vaso
diario por un mes o hasta la perdida de los sintomas sin rebasar en ningin momento los 30

dias.
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Figura 8. Usos medicinales de Momordica charantia. Se muestran los diferentes usos que se dan, se puede
observar que la mayor parte de la poblacién entrevistada no conoce a la planta, mientras que el uso mas
comun es para tratar problemas relacionados con la diabetes.

Cuadro 5.- Nombres de Momordica charantia en Limén chiquito y

Plan de limo

9
9
3
!

Se muestran los nombres comunes con los que se conoce a Momordica charantia en la localidad
de Limén Chiquito.
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9.2. Estudio fitoquimico

9.2.1. Identificacién de metabolitos secundarios in situ

De acuerdo con la identificacion in situ realizada, las partes de la planta con mas metabolitos
presentes son hoja, tallo y fruto. Sin embargo, en éste ultimo las coloraciones obtenidas
fueron menos intensas que las observadas en los extractos de hoja y tallo. Por otro lado, el
extracto con menornumero de metabolitos presentes fue el extracto de hoja, donde solo se
registré la presenciade Quinonas, Esteroles, Fenoles, saponinas y sesquiterpenlactonas.

Los metabolitos que se encuentran distribuidos en la planta son quinonas, esteroles,
fenoles, taninos, saponinas y cumarinas ya que se identificaron en tres o todas las partes
analizadas, por otra parte, los flavonoides solo se encontraron en fruto, asi como los
alcaloides en hoja y sesquiterpenlactonas en tallo y fruto (Cuadro 6).

Cuadro 6.- Resultados de la identificacion de metabolitos secundarios in situ.
Prueba Extracto HOJA TALLO FLOR FRUTO

Flavonoides

Reaccion de Acuoso -+t
Borntrager

Reaccion de Acuoso
Shinoda

=siciell=sn | Lieberman Cloroférmic
esteroides (o]

. Salwoski Cloroférmic
| .
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Silslelilnzsl | Espuma Acuoso

Oz Prueba de
Baljet

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No detectado
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7.2.1.2. Identificacion de metabolitos secundarios por diluciones
seriadas

Los extractos acuosos de hoja, tallo y planta completa presentaron en esta identificacion el
mayor numero de metabolitos, no se observaron flavonoides en los tres  extractos,
mientras que las cumarinas solo se observaron en el extracto de hoja (Cuadro 7).

En los extractos de flor y fruto tienen menos metabolitos identificados y aunque no haya
una diferencia significativa en el numero de metabolitos si la hay en la concentracion de
estos, ya que en los extractos de hoja, tallo y planta completa los metabolitos se lograron
identificar hasta la segunda dilucién, mientras que en los extractosde flor y fruto solo se
encontraron en la primera dilucion.

Los metabolitos que no se encontraron presentes al realizar esta identificacidon son
flavonoides que no se encontrd en ningun extracto y cumarinas que solo se encontré en el
extracto de hoja (Cuadro 7 y 8).



Cuadro 7.- Identificacién de metabolitos secundarios por diluciones seriadas en extractos acuosos.

Alcaloides Taninos Esteroles y Fenol = Flavonoi Quinon = Saponi
Esteroides es de as na
Concentrac Wagn May Dragend G- Formaldehi = FeCl Salwos Lieberm FeCI3 Espum
ion (g/mL) er er orft NaCl do 3 ki an a
Hoja oot B § ¥ - v U ¥ + - CR
0001 B E ¥ - + - - . ¥ - ¥ -
0.0001 - - - - - - - - - - - -
0.00001 - - - - = = - - - - - -
Tallo 001 ¥ & ¥ ¥ : CNE W - ¥ e
0001 - - ¥ - : BB ¥ ¥ - ¥ ¥
0.0001 - - - - - - - - - - - B
0.00001 - - - = = S - - - - - -
Flor 00t - - ¥ ¥ - U ¥ ¥ - ¥ ¥
0.001 - - - - - 5 ¥ - - - - -
0.0001 - - - - - - - - - - - -
0.00001 - - - - = = = - - - - -
Fruto 0.01 ) - B - - H B B B - - B
0.001 - - - - - = B = - - - -
0.0001 - - - - - - - - - - - -
0.00001 - - - - = S - - - - - -
Planta 001 ¥ ¥ ¥ ¥ BB ¥ ¥ - ¥ e
gl 000t - B ¥ E . : : . . : . N
0.0001 - - - - - - - - - - - B
0.00001 - - - - = > = - - - - -

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No detectado

Cumari
na

Baljet

Sesquiter

pe-
nlactonas

Baljet
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Cuadro 8.- Identificacion de metabolitos secundarios por diluciones seriadas en extractos hidroalcohdlicos.

Alcaloides Taninos

Concentrac Wagn Maye Dragend G- Formaldeh
r

ion (g/mL) er

Hoja 0.01 -
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0.001 -
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0.00001 -

Fruto 0.01 -
0.001 -
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0.00001 -
Planta 001 K

comple
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0.0001 -
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9.2.2. Cuantificaciéon de metabolitos secundarios

9.2.2.1. Alcaloides

Con los resultados de la cuantificacion de alcaloides (Figura 9) podemos observar que los
extractos con mayor concentracion son los hidroalcohdlicos de hoja y fruto, lo que indica
gue la extraccion de estos metabolitos fue mejor utilizando en la extracciéon una solucion
hidroalcohdlica.

Los extractos con las concentraciones mas bajas son los extractos acuosos de flor, fruto,
dosis recomendada y el extracto hidroalcohdlico de tallo, este Ultimo a pesar de ser
hidroalcohdlico no tuvo altas concentraciones de alcaloides.
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Cuantificacion mg/mL
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Figura 9. Cuantificacion de alcaloides en extractos acuosos e hidroalcohédlicos de Momordica
charantia.

9.2.2.2. Cumarinas

Se encontré que la extraccién de estos metabolitos fue mas eficiente en los extractos
hidroalcohdlicos, debido a que presentaron las concentraciones mas elevadas (Figura 10), si
comparamos los extractos acuosos de hoja y fruto con sus contrapartes en hidroalcohdlicos
notamos que la concentracidn en estos ultimos es aproximadamente el doble que los
primeros, mientras que al comparar los extractos acuosos de tallo y fruto acuosos e
hidroalcohdlicos observamos que estos Ultimos aumenta aproximadamente el triple,
finalmente se puede observar que el extracto que supera a todos es el extracto de flor
hidroalcohdlico lo que demuestra que estos metabolitos si bien estan presente en todos los
extractos se concentran mas en las flores de esta planta.
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Figura 10. Cuantificacion de cumarinas en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica charantia.

9.2.2.3. Esteroles

Estos metabolitos se encontraron principalmente en los extractos hidroalcohdlicos ya que en
estos se encontrd una mayor concentracion exceptuando en extracto de fruto ya que tiene la
concentracion mas baja dentro de los extractos hidroalcohdlicos (Figura 11). Por otra parte,
los extractos de hoja, tallo flor y planta completa mostraron los niveles mas altos con una
diferencia significativa respecto a los extractos acuosos. El extracto de hoja hidroalcohélico
fue el que tuvo la concentracion mas alta.

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

20 -

Concentracion mg/mL

10 -

Figura 11. Cuantificacion de esteroles en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica charantia.
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9.2.2.4. Fenoles

Los niveles de concentracion de fenoles (Figura 12) presentaron el mismo comportamiento
tanto en los extractos acuosos e hidroalcohdlicos, lo que indica que los fenoles son extraidos
de igual manera en extractos acuosos e hidroalcohdlicos, solo el extracto de hoja fue el que
presento una diferencia significativa entre el extracto acuosos y el hidroalcohdlicos. Las
partes de la planta con mayor concentracion de fenoles son: hoja, tallo y fruto.

10 -

Concentracion mg/mL

Figura 12. Cuantificacion de fenoles en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica charantia.

9.2.25. Flavonoides

La concentracion de flavonoides tuvo un comportamiento similar al comparar entre acuosos
e hidroalcohdlicos por lo que la extraccion fue similar. Los extractos con mayor
concentracion de estos metabolitos son los extractos de hoja y planta completa. Sin
embargo, los extractos de tallo y fruto contienen también una concentracion
considerablemente mayor a los extractos de flor debido a que este Ultimo presento los
valores mas bajos (Figura 13).
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Figura 13. Cuantificacion de flavonoides en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica charantia.
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9.2.2.6. Quinonas

Con la cuantificaciébn de quinonas (Figura 14) podemos observas que estos metabolitos
presentaron una mejor extraccion en los extractos hidroalcohdlicos ya que las
concentraciones en estos extractos son mayores, sin embargo tanto en acuosos como en
hidroalcohélicos presenta el mismo comportamiento, los extractos de hoja presentaron las
concentraciones mas altas, mientras que los extractos de tallo y planta completa tienen
concentraciones por debajo del extracto de hoja y finalmente los extractos de fruto y flor
tienen los valores mas bajos.
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Figura 14. Cuantificacién de quinonas en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica charantia.

9.2.2.7. Sesquiterpenlactonas

La concentracion de sesquiterpenlactonas en Momordica charantia demostré que la
extraccion de estos metabolitos fue mas eficiente en los extractos hidroalcohdlicos, debido a
gue en estos se obtuvieron las concentraciones mas altas. Las concentraciones mas altas
se obtuvieron en los extractos de hoja tallo y planta completa hidroalcohdlicos lo que
demuestra que estos metabolitos de localizan principalmente en hojas y tallos, mientras que
en el extracto de fruto la concentracion obtenida fue muy baja (Figura 15).

En los extractos acuosos las concentraciones de estos metabolitos se mantienen en el
mismo rango a excepcion del tallo que mostrd una concentracion mas elevada.
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Figura 15. Cuantificacién de sesquiterpenlactonas en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica
charantia.

9.2.2.8. Taninos

Las concentraciones mas altas de taninos se encontraron principalmente en los extractos
hidroalcohdlicos, dentro de estos, las estructuras con mayor concentracion de taninos son
hoja y tallo, mientras que la estructura con menor concentracion es el fruto.

Los extractos acuosos mostraron concentraciones mas bajas en comparacién con los
extractos hidroalcohdlicos, lo que indica que la extraccion de estos metabolitos fue mas
eficiente en los extractos hidroalcohélicos (Figura 16).
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Figura 16. Concentracion de taninos en extractos acuosos e hidroalcohodlicos de Momordica charantia.
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9.2.2.9. Saponinas

Las saponinas fueron extraidas de forma similar por ambos solventes, las concentraciones
son similares al comparar extractos acuosos e hidroalcohdlicos, en ambos la mayor
concentracion se encuentra en los extractos de hoja y planta completa, mientras que los
extractos de tallo, flor y fruto mostraron concentraciones mas bajas (Figura 17).

Concentracion de saponinas

Concentracion mg/mL

Figura 17. Concentracién de saponinas en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Momordica charantia.

9.2.2.10. General

Finalmente, de manera general podemos observar que los alcaloides, esteroles, quinonas,
cumarinas, tuvieron una mejor extraccion en los extractos hidroalcohélicos en comparacion
con los extractos acuosos, mientras que flavonoides y fenoles fueron extraidos de igual
manera por ambos solventes. Por otra parte, podemos observar que los extractos con mayor
concentracion de metabolitos son hoja, tallo y planta completa. Mientras que los metabolitos
con mayor abundancia en Momordica charantia son fenoles, quinonas y esteroles.
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Figura 18. Concentracién de metabolitos secundarios presentes en extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de Momordica charantia

Los extractos con mayor concentracion de metabolitos son hoja, tallo y planta completa.
Mientras que los metabolitos con mayor abundancia en Momordica charantia son fenoles,
quinonas y esteroles.
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9.2.3. Cuantificacion de metabolitos primarios

9.2.3.1. Proteinas

El grupo con mayor concentracion de proteinas es el extracto de flor hidroalcohélico que
llega hasta 11.13 mg/ml, mientras que el segundo mas alto es el extracto de hoja acuoso
con 7.52 mg/ml de proteinas, mientras que la mayoria de los extractos mantienen
concentraciones entre 4.2 y 6.5 mg/ml excepto los extractos de planta completa, fruto
hidroalcohélico y fruto acuosos que tienen concentraciones mas bajas que van de 2.2 a 3.4
mg/ml.
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Figura 19. Concentracién de proteinas en Momordica charantia.

9.2.3.2. Lipidos

De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que la concentracién de lipidos es
mayor en los extractos de hoja y planta completa en comparacion con los otros extractos, al
comparar los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de hoja y planta completa, se observa
gue los hidroalcohdlicos tienen mayor concentracion de lipidos. Por otro lado, al comparar
los extractos de tallo, flor y fruto se observa que entre extractos acuosos e hidroalcohdlicos
presenta concentraciones muy similares.
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Figura 20. Concentracion de lipidos en extractos de Momordica charantia



9.2.3.3. Carbohidratos

Dentro de los extractos acuosos la concentracion de carbohidratos reductores es mayor
que la concentracién de carbohidratos no reductores, también dentro de los extractos
acuosos el de mayor concentracion es el de hoja, seguido de los extractos de fruto y
planta completa que tienen concentracion similar.

En los extractos hidroalcohdlicos los dos extractos que presentaron la mayor
concentracion de carbohidratos fueron el de tallo y planta completa, en estos extractos
también se observa que la concentracion de los Carbohidratos reductores es menor a la
de los carbohidratos no reductores, por otro lado en los extractos hidroalcohélicos de hoja,
flor y fruto la concentracion es mucho menor que en los otros dos extractos y los
carbohidratos reductores se encuentran en niveles més altos que los carbohidratos no
reductores.
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Figura 21. Concentracion de carbohidratos totales, reductores y no reductores en Momordica
charantia.



Rodriguez V. J., 2021, Efecto de extractos de Momordica charantia en la modulacion del estrés oxidativo en modelos de cancer.

9.2.4. Cuantificacién de la actividad antioxidante
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Figura 22. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH por Momordica charantia.

La actividad antioxidante fue mayor en los extractos hidroalcohélicos en comparacion con
los extractos acuosos. Dentro de los extractos acuosos lo extractos que presentaron mayor
actividad fueron los extractos de hoja fruto y planta completa cuya actividad va del 20 al
26%, mientras que los extractos de tallo y flor presentaron una actividad menor del 11 y 3%
respectivamente.

En los extractos hidroalcohdlicos los extractos de hoja y planta completa son los de mayor
actividad antioxidantes, alrededor del 60%, los dos extractos con menor actividad son los
extractos de flor y fruto donde la actividad es de 27 y 20% respectivamente.

Cuadro 9. Actividad antioxidante de Momordica charantia.

Hoja 0.0766 26.1
Tallo 0.0332 11.6
Flor 0.0072 3
Fruto 0.0587 20.1
Planta completa 0.0592 20.3
Hidroalcohdlicos Hoja 0.1883 63.2
Tallo 0.147 49.4
Flor 0.0822 27.9
Fruto 0.0603 20.6

Planta completa 0.1786 60
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9.3.

9.3.1.

En comparacion con

Efecto de extractos de Momordica charantia en la modulacién del estrés oxidativo en modelos de cancer.

Evaluacion in vivo de la actividad anticancerigena

Concentracion de nitritos en higado

el grupo de animales control, el tratamiento con el extracto de tallo

obtuvo la mayor concentracion de nitritos, mientras que con los demas extractos se
observo un ligero aumento sin llegar a ser estadisticamente significativo (Figura 23).

Si comparamos el grupo control DMBA con los grupos tratados con extracto e inducidos
con DMBA se puede observar que existe un aumento en la concentracién de nitritos, el
grupo inducido y tratado con planta completa tuvo el mayor aumento y es estadisticamente
significativo, mientras que el grupo tratado con el extracto de tallo presento el aumento mas

pequefo.

Es importante destacar que el extracto de tallo por si solo provoco el aumento de la
concentracion de nitritos, mientras que cuando se aplico en el grupo inducido con DMBA,
presento la mejor repuesta en la concentracion de nitritos, con los extractos de hoja y planta
completa ocurrio lo contrario ya que en los grupos que fueron inducidos presentaron mayor
concentracion y en os grupos que solo recibieron el extracto tuvieron concentraciones mas

bajas.
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Figura 23. Efecto en la concentracion de nitritos de los extractos de Momordica charantia en higado (uM).
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9.3.2. Concentracion de nitritos en sangre.

Si comparamos el control de DMBA con los grupos inducidos con DMBA y tratados con los
diferentes extractos se observa que en los tres grupos disminuye la concentracién de
nitritos, el grupo tratado con el extracto de planta completa presento la mayor reduccion de
la concentracion de nitritos, lo que demuestra que tiene mejor actividad antioxidante.

Sin embargo, al comparar el control con los grupos tratados solo con los extractos de planta
completo hidroalcohodlico y hoja acuoso muestran un aumento en la concentracion de
nitritos lo que indica que presentan actividad prooxidante actuando en condiciones
normales.

El extracto de planta completa acuoso presento una mayor actividad antioxidante, debido a
que redujo la concentracién de nitritos tanto en condiciones normales como el grupo
inducido con DMBA donde la concentracion disminuyé al mismo nivel que el grupo control.
Sin embargo, el analisis estadistico no mostro diferencias significativas en los grupos.
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Figura 24. Concentracion de nitritos en sangre (UM).

9.3.3. Actividad de Catalasa en Higado

Comparando el grupo control con los grupos tratados solo con los extractos podemos
observar que el extracto de planta completa mantuvo la misma actividad de catalasa,
mientras que los extractos de hoja, tallo y planta completa hidroalcohdlico redujeron la
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actividad de catalasa, aunque no de manera significativa.

Por otro lado los grupos inducidos con DMBA presentaron un comportamiento mas irregular
respecto al control de DMBA, el extracto de planta completa contrario a lo que sucedio en
el grupo sin inducir, tuvo el nivel mas bajo de actividad, el extracto de hoja mantuvo el
mismo nivel que el control DMBA e igual muy cercano al nivel que tuvo en el grupo no
inducido, finalmente el grupo tratado con el extracto de tallo fue el que presento un nivel de
actividad mayor que no presento al administrarse en el grupo no inducido.
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Figura 29. Actividad de catalasa en higado.

9.3.4. Evaluacion de Lipoperoxidacién en sangre

Los grupos tratados solo con los extractos, mostraron niveles similares al grupo control
exceptuando al grupo tratado con tallo, el cual tuvo el nivel mas alto dentro de los grupos
no inducidos sin embargo el mismo extracto de tallo aplicado en el grupo inducido tuvo el
nivel de lipoperoxidacién mas bajo comparandolo con los grupos inducidos, lo que indicaria
que fue el extracto que redujo el dafo a los lipidos causado por el estrés oxidativo.

Si bien los extractos de hoja y planta completa acuoso en los grupos inducidos disminuyeron
los niveles de lipoperoxidacién no hay mucha diferencia en comparacion con el grupo
control de DMBA. Las diferencias no son estadisticamente significativas.



Rodriguez V. J., 2021, Efecto de extractos de Momordica charantia en la modulacion del estrés oxidativo en modelos de cancer.

Lipoperoxidacion en suero

1.4E-07
1.2E-07
.0000001
8E-08
6E-08
4E-08 +—
2E-08 +—
0 T T T T T T T T T
> o s o e e > @ s >
o
& ,\Q& Q Q R\ K\ Q\e‘} & R\ Q\é‘
s & T 9 0§ g & o &
> @ o & X N &
& & A2 ] > A2 Q-
Q ° o o) v o )
N 2 o o° Q) N
¢ & & F S
X v v v v Nd
& golb
@ &

Figura 30. Cuantificacion de lipoperoxidacion en sangre.

9.3.5. Lipoperoxidacién en Higado

Los niveles de lipoperoxidacion en higado fueron similares en todos los grupos, el analisis
estadistico no mostro diferencias significativas. Sin embargo, en el grupo inducido y tratado
con el extracto de tallo mostro una tendencia a concentraciones mayores en comparacion
con el grupo tratado solo con el extracto de tallo.
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Figura 31. Cuantificacion de lipoperoxidacion en sangre.
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8. Discusion

Momordica charantia es una especie vegetal que ha sido ampliamente estudiada debido a
los distintos usos medicinales que se le atribuyen en diferentes partes del mundo. Sin
embargo, en México los estudios realizados son pocos y se concentran en la region del
sureste del pais. De acuerdo a diversos estudios etnobotanicos (Thirumalai, 2012;
Elavarasi, 2012; Karou, 2011; Irawan, 2006; Soria, 2020; Abo, 2008; Villareal, 2015;
Villareal-Ibarra, 2015) y a la presente investigacion, el principal uso medicinal que se le
atribuye a esta planta es como tratamiento de la diabetes, asi como en la regulacion de los
niveles de glucosa en sangre.

Se han reportado su uso en la estimulacion del sistema digestivo, fortalecimiento del
higado, el tratamiento para la fiebre, el resfriado, gripe, malaria, neumonia, cancer, el
colesterol alto, problemas de la piel (Kumar, 2010; Sanchez, 2016; Manzoor, 2012; Abe,
2013). Sin embargo, estos usos no fueron referidos por las personas de la comunidad de
Limén Chiquito en las entrevistas realizadas. Por otro lado, en el estudio etnobotanico se
reportaron usos que no han sido mencionados en estudios previos, los cuales son en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con la presion arterial, los rinones y el corazon

En la mayoria de las investigaciones realizadas, las partes de la planta mas utilizada son la
planta completa, la hoja y el fruto; siempre se preparan por coccion, lo que coincide con los
resultados obtenidos en la localidad de Limén Chiquito Ver.
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A pesar de que en el presente estudio no se reporta el uso de M. charantia en el tratamiento
de céncer, Quilez Guerrero (2006) realizé un estudio en la zona del Caribe donde reporta
que esta especie es utilizada para tratar procesos inflamatorios y cancerigenos, lo atribuye
a la presencia de compuestos como terpenos en las hojas, alcaloides, esteroles y saponinas
en el fruto.

Los metabolitos secundarios presentes en las plantas tienen efectos en la salud de las
personas y algunos de ellos han sido utilizados para la obtencién de medicamentos
(Esquivel, 2012). Por lo tanto, la identificacion de metabolitos secundarios resulta
importante para el estudio de plantas medicinales.

Los compuestos fendlicos son el grupo de metabolitos mas amplio y diverso, se ha
comprobado que presentan actividades biolégicas como antioxidante, anticancerigena,
antiangiogénica y antiproliferativa (Wang, 2012; Roby, 2013). Estos compuestos fueron
identificados en todas las estructuras de la planta, principalmente en los extractos de planta
completa y hoja. Estos datos concuerdan con las investigaciones realizadas a M. charantia,
donde se reporto la presencia de compuestos fendélicos en extractos de planta completa
acuosos y etandlicos (Mada, 2013; Oragwa, 2013; Quispe, 2018; Cervantes, 2017;
Inmaculate, 2015; Prarthna, 2014; Semeniuk, 2018).

Dentro del grupo de los compuestos fendlicos también se encuentran los flavonoides,
quinonas y taninos. Los flavonoides han sido identificados por diversos autores en M.
charantia (Mada, 2013; Oragwa, 2013; Prarthna, 2014; Quispe, 2018; Cervantes, 2017,
Immaculate, 2015; Semeniuk, 2018). Sin embargo, no se logro detectar a este grupo de
compuestos en el presente estudio, esto puede ser debido a la sensibilidad de la prueba
utilizada, asi como a la ausencia de flores y frutos durante la recolecta, puesto que, la
funcion principal de este metabolito es la pigmentacion de flores y frutos (Gordo, 2018).

Por su parte las Quinonas han sido identificadas en extractos etandlicos, cloroférmicos y
acuosos de hoja, semilla y fruto de M. charantia (Semeniuk, 2018). Este metabolito fue
identificado en todos los extractos excepto en el de fruto acuoso, es importante resaltar que
en los extractos hidroalcohdlicos de las todas estructuras las quinonas estan presentes de
manera abundante, detectandose en concentraciones de 0.001 g/ml.

Los taninos se han encontrado en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de hoja, planta
completa, semilla y fruto (Mada, 2013; Prarthna, 2014; Quispe, 2018; Inmaculate, 2015;
Semeniuk, 2018), observamos la presencia de taninos principalmente en hoja, tallo y planta
completa, asi como en flor y fruto, pero en menor concentracion (Cuadro 8).

Otro grupo de metabolitos importantes son los alcaloides a los que se les han atribuido
propiedades antioxidantes importantes (Pérez, 2003), en los extractos acuosos de hoja,
tallo y planta completa se identificaron alcaloides por tres métodos distintos, mientras que
en los extractos de flor y fruto solo fueron detectados por una de las tres pruebas. Por otro
lado, en los extractos hidroalcohdlicos solo se identificaron en tallo y planta completa. La
presencia de estos metabolitos en M. charantia ha sido determinada en hoja y planta
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completa por diversos estudios tanto en extractos acuosos como hidroalcohdlicos (Mada,
2012; Prarthna, 2014; Jaramillo, 2020; Quispe, 2018; Cervantes, 2017)

Las saponinas y los esteroles son metabolitos presentes en M. charantia de acuerdo a
diversos analisis, (Sood, 2012; Mada, 2013; Oragwa, 2013; Prarthna 2014; Jaramillo, 2020;
Cervantes, 2017; Semeniuk, 2018). Las saponinas fueron identificadas en todos los
extractos, con mayor concentracion en los extractos de hoja, tallo y planta completa, son
los metabolitos que se presentaron en mayor abundancia en esta especie. Por otro lado,
los esteroles fueron identificados en todas las estructuras, sin embargo, se observé una
mayor concentracion en los extractos hidroalcoholicos donde se detectd su presencia en
las diluciones con concentracién de 0.0001 g/ml en los extractos de hoja y planta completa.

Un grupo de metabolitos que no han sido ampliamente estudiados en M. charantia son las
cumarinas, puesto que solo han sido reportadas en los estudios de Prarthna (2014) y
Cervantes (2017). En el presente estudio la presencia de cumarinas solo se observé en
todos los extractos hidroalcoholicos excepto en el de hoja. Las cumarinas son
principalmente solubles en metanol o etanol, se localizan principalmente en frutos y semillas
(Cueva, 2013).

En estudios previos realizados a M. charantia no se ha reportado la presencia de
sesquiterpenlactonas, sin embargo, se demostré la presencia de estos metabolitos en
extractos acuosos e hidroalcohdlicos de todas las estructuras, aunque en bajas
concentraciones, esto debido a la polaridad de este metabolito ya que son poco solubles
en etanol y metanol e insolubles en agua (Choquelahua, 2018).

La cuantificacion de metabolitos secundarios mostrd que, en los extractos de hoja, tallo y
planta completa la concentracion de fenoles, flavonoides, quinonas, taninos y saponinas,
fue mayor en comparacion con los extractos de flor y fruto donde las concentraciones
obtenidas fueron menores, lo que indica que estos metabolitos a pesar de estar presentes
en toda la planta, tienen mayor presencia en las hojas y tallos.

Es importante destacar que alcaloides, cumarinas, esteroles, quinonas, taninos y
sesquiterpenlactonas presentaron concentraciones mayores en los extractos
hidroalcohélicos en comparacion con los acuosos. Por otro lado, las saponinas, fenoles y
flavonoides, obtuvieron concentraciones similares entre extractos acuosos e
hidroalcohdlicos.

Los metabolitos que se presentaron en mayor concentracién, son quinonas, saponinas,
fenoles, y esteroles, mientras que cumarinas alcaloides y flavonoides a pesar de estar
presentes en todas las estructuras se encuentran en bajas concentraciones.

La produccion de los metabolitos secundarios pertenecientes al grupo de los compuestos
fendlicos en M. charantia se da principalmente en los extractos de hoja y tallo por la ruta
del acido shikimico y del acido mevaldnico, pues se sintetizan a partir de los aminoacidos
presentes en las proteinas.
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De igual manera los esteroles y saponinas se sintetizan por la via del acido mevalénico a
partir de lipidos y carbohidratos, en los extractos de hoja, tallo y planta completa la
produccion de estos metabolitos es mas activa en comparacion con otras estructuras.

Los resultados de la prueba de actividad antioxidante demostraron diferencias entre los
extractos hidroalcohdlicos y acuosos, los primeros mostraron niveles mas altos de actividad
antioxidante, debido principalmente a que metabolitos como taninos, sesquiterpenlactonas,
quinonas, esteroles, cumarinas presentaron concentraciones mas altas en extractos
hidroalcohélicos en comparacion con los extractos acuosos.

Los extractos de tallo, hoja y planta completa tuvieron mayor concentracién de metabolitos,
también son los extractos que tuvieron mayor actividad antioxidante, mientras que los
extractos de En el estudio realizado por Semenuk (2018) se analizo la actividad antioxidante
de extractos de M. charantia observando el mismo comportamiento, las partes con mayor
actividad fueron las hojas mientras que las semillas y frutos mostraron niveles mas bajos.

Efecto de los extractos de M. charantia en la concentracién de nitritos en
higado

El grupo que fue tratado solo con el extracto de tallo acuoso presento la concentraciéon mas
alta de nitritos, esto se le puede atribuir a la presencia de sesquiterpenlactonas, alcaloides
y cumarinas en concentraciones altas, aunque existen estudios sobre alcaloides con
propiedades antitumorales y antioxidantes (Avila, 2006), los alcaloides son sustancias que
en altas concentraciones son téxicos y provocan efectos adversos, debido a su similitud
quimica con moléculas que participan en la trasmision de senales del sistema nerviosoy a
su capacidad de intercalarse en el ADN, ademas de poder actuar como prooxidante
(Jiménez, 2003; Pérez 2003; Chavez, 2013), mientras que las cumarinas son compuestos
que actuan como antioxidantes, inhibidores enzimaticos, precursor de sustancias toxicas y
se ha demostrado que diversas de ellas pueden ser utilizadas en el tratamiento de algunos
tipos de cancer (Dionicio, 2017). El extracto de tallo fue el presento la mayor concentracion
de sesquiterpenlactonas, las cuales, a pesar de tener capacidad antioxidante, en grandes
concentraciones se considera toxico, provoca mutaciones en el ADN, altera proteinas y
aumenta el estrés oxidativo (Guillen, 2016).

En el grupo inducido con DMBA y tratado con el extracto acuoso de tallo, tuvo las
concentraciones mas bajas de nitritos dentro de los grupos inducidos, lo que indicaria que
el extracto de tallo en condiciones normales produce un aumento en la concentracion de
nitritos que a su vez indica un mayor estrés oxidativo, mientras que aplicado en condiciones
de estrés muestra una disminucion en la concentracion de nitritos y por lo tanto en el estrés
oxidativo.

Por otro lado, en los extractos de planta completa y hoja acuosos en condiciones normales
presentaron concentraciones bajas mientras que en condiciones de estrés aumentaron las
concentraciones de nitritos.

Efecto de extractos de M. charantia en la concentracidon de nitritos en sangre
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El grupo tratado con planta completa presento la concentracién de nitritos mas baja en
comparacion con los grupos tratados, debido a la presencia de alcaloides, ya que el extracto
de planta completo fue el que tuvo la mayor concentracion de este metabolito dentro de los
extractos acuosos, los alcaloides han demostrado tener actividad antioxidante, antirradical
y prooxidante (Pérez, 2003). La concentracion de saponinas en el extracto de planta
completa fue de las mas altas que se obtuvieron, estos metabolitos tienen diferentes
propiedades bioldgicas, ha sido usado como antimicrobiano, anticancerigeno y hemolitico,
estas actividades pudieron ocasionar las disminuciones de nitritos en la sangre (Puentes,
2009).

De los grupos que no fueron inducidos solo el extracto de hoja fue el que presento valores
altos en la concentracion de nitritos, lo que también puede ser influenciado por los
metabolitos presentes en hoja, ya que en este extracto se identificaron concentraciones
altas de quinonas, fenoles y saponinas. Las quinonas poseen efectos toxicos, tienen la
capacidad de realizar ciclos redox y producir especies reactivas de oxigeno por reacciones
en cadena de propagacion de radicales libres, sin embargo, en pequenas concentraciones
tiene actividad antimicrobiana y antitumoral (Quintero, 2016).

Efecto de extractos de M. charantia en la actividad de catalasa en higado.

El grupo con mayor actividad de catalasa fue el inducido con DMBA vy tratado con extracto
de tallo acuoso, pudo ser producido por la presencia de sesquiterpenlactonas, taninos y
esteroles. Las sesquiterpenlactonas estas relacionados con procesos inflamatorios que
alteran el funcionamiento normal de las células (Zermefio, 2013), mientras que los taninos
y esteroles en pequenas concentraciones poseen actividades benéficas, sin embargo, en
grandes cantidades tienen efectos téxicos para la salud (Bada, 2009)

El grupo con menor actividad de catalasa fue el inducido con DMBA y tratado con el extracto
de planta completa, mientras que, los demas grupos se mantuvieron constantes.

Efecto de extractos de M. charantia en la oxidacion de lipidos en sangre

Dentro de los grupos inducidos con DMBA el que presento niveles mas bajos de
lipoperoxidacion fue el extracto acuoso de tallo donde se tiene la presencia de cumarinas y
alcaloides, a estos metabolitos se le puede atribuir esta respuesta, debido a que ademas
de presentar actividades antitumorales y anticancerigenas han demostrado tener actividad
antioxidante.

El grupo tratado con el extracto de plata completa hidroalcohdlico presento los niveles de
lipoperoxidacién mas bajos, en este extracto se encontré el mayor numero de metabolitos
(Esteroles, fenoles, quinonas, flavonoides, taninos y saponinas).
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9. Conclusiones

e Enla comunidad de Limon Chiquito el principal uso de Momordica charantia fue en
el tratamiento de la diabetes aunque, también es utilizada en el tratamiento de
enfermedades de la préstata, rifones y la presién arterial.

e En los extractos acuosos e hidroalcohdlicos se encontraron fenoles, quinonas,
flavonoides, saponinas, alcaloides, esteroles, sesquiterpenlactonas, taninos y
cumarinas en todas las estructuras de la planta, siendo las saponinas, fenoles y
esteroles los que se encontraron en mayor concentracion.

e En los extractos de hoja y tallo se encontré el mayor numero de metabolitos y con
mayor concentracion en comparacion con las demas estructuras.

o Los extractos hidroalcohdlicos de tallo, hoja y planta completa al tener mayor
concentracion de metabolitos secundarios mostraron poseer mayor actividad
antioxidante.

e El extracto de tallo demostré que en condiciones normales actia como oxidante
debido al aumento en la concentracién nitritos y de la lipoperoxidacién, sin
embargo en condiciones de estrés oxidativo actia como antioxidante controlando
los niveles de lipoperoxidacion y nitritos.

e La alta concentracion de metabolitos secundarios presente en extractos de
Momordica charantia, le otorga caracteristicas oxidantes, en condiciones normales
asi como en el modelo murino de cancer.
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