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1. Resumen

En la actualidad, el cancer de mama representa un grave problema de salud publica,
siendo la principal causa de mortalidad entre las tumoraciones malignas que padece la
poblacién femenina a nivel mundial. En 2022 fallecieron 670,000 personas por cancer de
mama en todo el mundo. En las Ultimas décadas, el estrés oxidativo ha cobrado gran
importancia en el proceso de carcinogénesis, dada la capacidad de las especies reactivas
de reaccionar con distintas biomoléculas que generan dafios al ADN. Se han descrito
diversas moléculas capaces de modular esta condicion, tal como los metabolitos
secundarios presentes en plantas. En este sentido el uso de terapias con plantas
medicinales podria regular el estrés oxidativo implicado en el origen, promocion y
progresion del cancer. Las especies del género Hyptis, son consideradas plantas
medicinales con una fuente importante de componentes bioactivos. Se ha determinado
gue algunos metabolitos secundarios presentes en Hyptis verticillata Jacq. presentan
actividades anticancerigenas en modelos de estudio. Atendiendo estas consideraciones,
la presente tesis evalu6 el potencial antioxidante de Hyptis verticillata Jacqg. sobre el
estrés oxidativo en un modelo murino de cancer de mama.

Se elaboro el registro de datos etnobotanicos y la colecta de Hyptis verticillata Jacq. en la
localidad de Limén Chiquito, Veracruz, México. Se cuantificaron por espectrofotometria de
luz UV-Visible los metabolitos secundarios identificados en extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de H. verticillata Jacq. Se indujo cdncer de mama a grupos especificos
de ratones hembras CD-1 a través de la administracion de 7, 12-dimetilbenzantraceno
(DMBA). Finalmente, se determindé la actividad de los extractos de Hyptis verticillata Jacq.
sobre marcadores de estrés oxidativo (nitritos, lipoperoxidacion y enzima catalasa) en
higado y sangre periférica de raton.

Se registrd6 el uso medicinal de Hyptis verticillata Jacq. en cancer de mama en la
comunidad. Se identificacion 7 grupos de metabolitos secundarios presentes en Hyptis
verticillata Jacq.: alcaloides, esteroides y polifenoles, determinados en la literatura, y
cumarinas, glicésidos cardiotonicos, saponinas y taninos, grupos no determinados dentro
del perfil fitoquimico, en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de hoja, tallo, flor, raiz y
planta completa. Por altimo, el tratamiento de planta completa hidroalcohdlico (PCH) de
Hyptis verticillata Jacg. sugiere una respuesta prooxidante al aumentar los valores de
nitritos, inhibir la actividad de catalasa y aumentar las cantidades de malondialdehido
(MDA) presentes en las muestras de plasma sanguineo de ratones con inducciéon de
cancer de mama. De tal manera, Hyptis verticillata Jacg. puede considerarse una especie
con capacidad de modular el estrés oxidativo presente en ratones hembras CD-1 con
induccién cancerigena mamaria.



2. Marco tedrico

2.1 Cancer

El cancer es una de las principales enfermedades que aqueja la poblacion mundial.
Segun datos del Observatorio Mundial del Cancer (CIIC), 10 tipos de cancer representan
alrededor de dos tercios de las muertes en 2022 en 185 paises evaluados (OMS, 2024).

Se considera un conjunto de enfermedades establecidas principalmente por un
crecimiento celular incontrolado, llegando a generar un tumor, y una posible diseminacion
de las células cancerosas a otras partes del cuerpo a través de los sistemas circulatorio y
linfatico (Cooper, 2000). Su origen es de caracter multifactorial a partir de cualquier tipo
celular. Por accién de diversos estimulos, las células pueden sufrir cambios genéticos
especificos que les permiten escapar a los mecanismos de regulacion celular
relacionados principalmente con la division celular y muerte celular programada (Fernald
& Kurokawa, 2013). En consecuencia, las células hijas pueden llegar a conservar estas
caracteristicas 'y acumular mutaciones subsecuentes que generan distintas
subpoblaciones celulares malignas con diferentes capacidades, lo que puede aumentar el
riesgo de una mala prognosis en los pacientes (Sanchez, 2013).

Las mutaciones adquiridas en cancer son consecuencia de multiples factores definidas
generalmente por una predisposicion genética, estilo de vida o factores ambientales.
Existen factores de caracter endoégeno integrados comunmente por: genes, hormonas,
estrés oxidativo, etc., asimismo, hay factores exdgenos generalmente conformados por:
agentes quimicos, agentes infecciosos, radiacion, entre otros (Lutz & Fekete, 1996).

Se han determinado una serie de caracteristicas presentes en la mayoria de los procesos
carcinogénicos como lo son: una proliferacién celular incontrolada, evasion a la
diferenciaciébn celular, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa
angiogénesis, y metastasis (Hanahan & Weinberg, 2011). Las células cancerosas suelen
estar blogueadas en una etapa temprana de la diferenciacion y asi evadir las restricciones
de division celular presentes en las células ya diferenciadas (De la Garza & Juarez, 2013).

Dentro de los tipos de cancer mas frecuentes en la poblaciéon se encuentran el cancer de
pulmén, de préstata, y de mama, siendo este Ultimo el mas frecuente en la poblacion
mundial femenina (Mattiuzzi & Lippi, 2019). Por lo que resulta un punto importante de
investigacion.



2.2 Cancer de mama

El cdncer de mama se define como un tumor maligno que se origina en las células del
seno. Se considera una enfermedad de alta complejidad en las sociedades actuales ya
gue representa la neoplasia maligna mas frecuente y la principal causa de muerte por
cancer en las mujeres a nivel mundial (OMS, 2024). En México, es la tumoracién maligna
con mayor tasa de defuncién en mujeres mayores de 30 afios, segun datos recopilados
del aflo 2022 (INEGI, 2024). Su incidencia no es dependiente del sexo. Los mecanismos
precisos por lo que el cancer de mama se desarrolla no se han establecido
concretamente, sin embargo, se han descrito multiples factores que contribuyen a la
iniciacion o desarrollo de este tipo de neoplasias (Lester, 2007).

Las neoplasias malignas de mama se clasifican en distintos subtipos que proporcionan un
mejor estudio y tratamiento. Esta clasificacion se basa en caracteres moleculares como la
expresion de receptores hormonales y factores de crecimiento, se determina la activacion
de receptor de estrégeno (ER), receptor de progesterona (PR), y del receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2). De esta manera, se han establecido cuatro
subtipos: Luminal A (ER+/PR+/HER2-/bajo Ki-67); Luminal B (ER+/PR+/HER2-/+/alto Ki-
67); Sobreexpresion de HER2 (ER-/PR-/HER2+) y cancer de mama triple negativo
(TNBC) (ER-/PR-/HER2-) (Al-thoubaity, 2020).

Los tratamientos difieren acorde a los subtipos moleculares. Entre los tratamientos
empleados, se puede realizar la reseccién quirdrgica de la mama, terapia hormonal,
guimioterapia, o radioterapia (Moo et al., 2018). A pesar de la implementacién de nuevas
estrategias terapéuticas, un alto porcentaje de pacientes con cancer de mama adquieren
resistencia a la terapia antitumoral generando recurrencia tumoral, y metastasis que
compromete la vida del paciente (Gonzalez-Angulo et al., 2007). El cancer de mama en
etapa metastasica se considera incurable con las terapias disponibles actuales (Harbeck
et al., 2019).

2.3 Ratones CD-1 como modelo de experimentacién in vivo

Los sistemas de modelo in vivo como ratones posibilitan la obtencion de caracteristicas
relevantes de la biologia del cancer. Los ratones son ampliamente utilizados en estudios
de cancer de mama ya que comparten muchas similitudes fisiolégicas con los humanos,
ademas, se emplean en las investigaciones por su tamafio, manejo, tiempo de vida, y su
tasa de reproduccion rapida. Asimismo, es posible el acceso a las secuencias genémicas
para una posible caracterizacion (Manning et al., 2016).

Los ratones de la cepa CD-1 son provenientes de un grupo original de ratones suizos,
formado por ratones albinos machos y hembras derivados de una cepa no endogamica.

Los modelos de induccién de cancer de mama en sistemas in vivo incluyen el uso de
compuestos quimicos, animales transgénicos, radiaciones ionizantes y trasplantes de
células tumorales. Los compuestos quimicos tumorales se emplean dada su facilidad de

10



uso y control, sin embargo, suelen ser altamente téxicos para los humanos, y pueden
llegar a generar tumores en otros tejidos (Khazaei et al., 2018).

Se ha documentado el uso de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) para el
desarrollo de cancer de mama en modelos experimentales como ratones y ratas. Dentro
de los PAH, el 7, 12-dimetilbenzantraceno (DMBA) es uno de los principales agentes que
induce cancer de mama dada su interaccion con el ADN. Es un compuesto altamente
lipofilico que requiere la activacion metabdlica para su carcinogenicidad (Clarke, 1997).
En las células mamarias, el DMBA es metabolizado a metabolitos polares, con la
formacion de epoxidos con una gran capacidad de dafiar el ADN, adicionando residuos de
adenina y guanina (Arroyo et al.,, 2010). EI DMBA puede inducir tumoraciones de tipo
carcinoma ductal o papilar (Russo et al., 1990).

2.4 Estrés Oxidativo y especies reactivas de oxigeno en cancer

El estrés oxidativo es una condicion que suele estar presente en distintos tipos de cancer,
incluido el de mama (Tas etal., 2005). Se genera por el desequilibrio entre especies
reactivas y moléculas antioxidantes, resultando en un exceso de especies reactivas
capaces de alterar la sefializacién y el control redox, y generar asi un dafio molecular
(Sies & Jones, 2007).

El incremento de especies reactivas es perjudicial en células normales, bajo un estrés
ambiental sostenido, las especies reactivas de oxigeno (ROS) incrementan, generando un
dafio a las funciones y estructura de la célula llegando a inducir mutaciones somaticas y
transformacion neoplasica (Wiseman & Halliwell, 1996). En células malighas puede
contribuir a un crecimiento acelerado y a una supervivencia que se correlaciona con un
fenotipo agresivo y resistente a la terapia (Devi et al., 2014). Ademas, concentraciones
elevadas de especies reactivas pueden llegar a inducir apoptosis en las células malignhas,
mientras que concentraciones bajas podrian favorecer la progresién cancerigena al
inducir alteraciones epigenéticas y senescencia (Gorrini et al., 2013). De tal manera, las
especies reactivas tienen un papel importante en diversos eventos tales como la
proliferaciéon celular, diferenciacion y migracion (Ralph et al., 2010).

Las especies reactivas comunmente se dividen en dos grupos dada su naturaleza, las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrdgeno (RNS).
Brevemente, las ROS se integran por moléculas derivadas del oxigeno que incluyen
radicales libres y especies no radicales. Radicales como el superdxido (Oy), hidroxilo
(OHe) y peroxilo (ROO*) son moléculas altamente electrofilicas, de vida corta, y con un
electrén desapareado en su capa exterior (Jones, 2008), lo que les confiere inestabilidad
molecular y un considerable grado de reactividad con lipidos, proteinas y acidos nucleicos
(Valko et al., 2004). Las moléculas reactivas de oxigeno no radicales se integran por el
acido hipocloroso (HOCI), el ozono (Os), el oxigeno singlete (O2) y el perdxido de
hidrogeno (H20,) (Jones, 2008). EI H,O: es una molécula con una elevada actividad
oxidante en presencia de metales de transicion, su prolongada vida media y alta
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capacidad de difusién lipidica la convierten en un mediador esencial en la sefializacién
celular (Vaquero & Molero, 2005).

Las ROS son productos principalmente de procedencia enddgena resultado de un
metabolismo celular normal y con un papel importante en la estimulacion de vias de
sefializacién, en respuesta a cambios de condiciones ambientales intracelulares y
extracelulares (Khandrika et al., 2009). Las mitocondrias generan la mayor cantidad de
ROS a través de la cadena de transporte de electrones (Reuter et al., 2010). También, las
especies reactivas de oxigeno se pueden generar ante estimulos externos tales como
irradiacion por luz ultravioleta, rayos X y rayos gamma (Valko et al., 2004).

El estrés oxidativo se determina comunmente mediante los productos de reaccién de
radicales libres en tejidos y fluidos corporales. Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
en las membranas celulares son objetivos de las ROS que los oxidan durante el proceso
de peroxidacion lipidica (LPO). Los productos resultantes de la LPO, como el
malondialdehido (MDA), el 4 - hidroxinonenal (4-HNE) y la acroleina se han determinado
como marcadores de estrés oxidativo (Gawet et al., 2004). Por su parte, los radicales
hidroxilos reaccionan con el ADN provocando cambios en la desoxirribosa. Los
metabolitos resultantes de este dafio oxidativo al ADN son el timinaglicol y la 8-
hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) (Klaunig et al., 1998). Ademas, enzimas como GSH o
catalasa, moléculas antioxidantes asociadas a ROS, y la 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS) también se han establecido como marcadores de estrés oxidativo (Carmo et al.,
2022).

2.4.1 Especies reactivas de nitrdgeno en cancer

Las especies reactivas de nitrégeno (RNS) son moléculas de nitrdgeno asociadas con
oxigeno (Alhasawi et al., 2019). En los sistemas bioldgicos, las RNS se forman a partir del
oxido nitrico (NO) gue interacta con ROS, como en la formacion de peroxinitritos a partir
de la reaccién de NO y superoxido (Patel et al., 1999).

La enzima 6xido nitrico sintetasa produce NO a partir de L-Arginina, utilizando NADPH y
oxigeno como sustratos. EI NO puede producirse también por macréfagos inducidos por
estimulos inmunolégicos o inflamatorios (Hernandez et al., 2006). Su vida media y su
accién biolégica son muy cortas, ya que es rapidamente oxidado a nitritos (NOz") vy
nitratos (NOs-). Es una molécula con una elevada capacidad de difusion a través de la
membrana por lo que puede causar dafio en los tejidos adyacentes (Lundberg et al.,
2008).

El exceso de especies reactivas de nitrdgeno (RNS) se denomina estrés nitrosativo, el
cual puede causar reacciones de nitrosilacion que pueden alterar la estructura de las
proteinas y afectar su funcion (Ridnour et al., 2004). La cantidad de NO producida esta
estrechamente relacionada a algunos eventos biolégicos como cancer (Xu et al., 2002).
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2.4.2 Mecanismos de detoxificacién de especies reactivas

Las especies reactivas se regulan comunmente por la actividad de enzimas como: la
superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa, y catalasa
(Patlolla et al., 2009).

De hecho, los radicales superéxidos formados en ambos lados de la membrana
mitocondrial interna son detoxificados a H2O0. con la ayuda principal de la enzima
superéxido dismutasa (SOD), y posteriormente el H.O, a agua por medio de la enzima
catalasa (Cadenas & Davies, 2000). Por su parte, la enzima glutation peroxidasa (GPx) es
capaz de reducir hidroperéxidos usando glutation (GSH) como substrato. El glutation
también capta O, y OH" (Pérez & Pérez, 2000).

Ademas de las enzimas, existen otras moléculas que actdan en los mecanismos de
detoxificacion de las especies reactivas, como péptidos, vitaminas A, C, y E (Brieger et al.,
2012), y algunas moléculas antioxidantes como los metabolitos secundarios. Los
antioxidantes poseen una afinidad mayor para interaccionar con los radicales libres, ya
gue su estructura se compone por un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos lo
gue les permite atrapar el electron desapareado o ceder protones para estabilizar el
radical (Wei & Ho, 2006).

2.5 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son moléculas organicas sintetizadas principalmente por las
plantas en respuesta al estrés. Estas moléculas pueden ejercer una amplia gama de
efectos sobre la propia planta o sobre otros organismos (Teoh, 2015).

Son derivados del metabolismo primario por lo que no estdn involucrados en el
crecimiento y desarrollo normal de un organismo (Agostini-Costa et al., 2012). Actdan en
la defensa de las plantas como antimicrobianos, atrayentes o repelentes (Teoh, 2015).

En la literatura se han descrito alrededor de 50.000 metabolitos secundarios en las
plantas (Teoh, 2015). Se clasifican generalmente en base a su origen biosintético
conformado por tres grupos: compuestos fendlicos (acidos fendlicos, cumarinas, lignanos,
estilbenos, flavonoides, taninos y ligninas), terpenos (glicésidos cardioténicos,
carotenoides, esteroles, saponinas), y compuestos que contienen nitrégeno / azufre
(alcaloides) (Zaynab etal., 2018), (Nawrot-Chorabik et al., 2022). Los compuestos
fendlicos se forman principalmente a través de la via del acido shikimico, los terpenos se
derivan del pirofosfato de isopentenilo (IPP), y finalmente los alcaloides son
biosintetizados a partir de aminoacidos (Zaynab et al., 2018).

Los metabolitos secundarios se emplean principalmente en productos farmacéuticos,
aditivos alimenticios, y materiales industriales. Ademas, la investigacion cientifica de
metabolitos secundarios resulta importante en contra de diversas enfermedades (Tiwari &
Rana, 2015).
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2.5.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se forman principalmente a través de la via del acido shikimico.
Entre los principales compuestos fendlicos se encuentran cumarinas, flavonoides,
polifenaoles, y taninos (Nawrot-Chorabik et al., 2022).

Las cumarinas simples, como la umbeliferona se biosintetizan a partir de la via de los
fenilpropanoides mediante un paso clave de ortohidroxilacién. Este grupo se distribuye en
varias familias de plantas y se puede encontrar en semillas, flores, hojas, raices tallos y
frutos (Hussain etal.,, 2018). Se les atribuyen diversas actividades biol6gicas como
antibacterianas, antioxidantes, antinflamatorias, etc. (Shimizu, 2014).

La biosintesis de flavonoides se origina a partir de la via fenilpropanoide, que produce una
gama de diferentes metabolitos secundarios, tales como &cidos fendlicos, ligninas,
lignanos, y estilbenos (Andersen & Markham, 2005). Catalizan el transporte de electrones
en la fase luminosa de la fotosintesis (Martinez et al., 2002), y controlan los niveles de
auxinas reguladoras del crecimiento, ademas de conferir coloracion. Se encuentran en
frutos, plantas y semillas (Jiménez et al., 2009). Se han sugerido efectos antibacterianos,
virales, y anticancerigenos para este grupo de metabolitos. También, mediante la
induccion de los sistemas protectores enzimaticos, y la quelacion de metales previenen la
generacion de radicales libres (S. Kumar & Pandey, 2013).

Los polifenoles son derivados de la via del shikimato (Tsao, 2010). Existen alrededor de
8.000 moléculas identificadas (Harborne & Williams, 2000). Su estructura se encuentra
determinada con al menos un anillo aromatico bencénico al que esta unido uno o mas
grupos hidroxilo (Mercado et al., 2013). Proveen color a las hojas, frutas y flores, y a su
vez tienen propiedades antimicrobianas, antimicoticas, de proteccion solar, quelan
metales tdxicos pesados y tienen propiedades antioxidantes ante los radicales libres
generados (Bautista, 2015). La capacidad antioxidante que presentan los polifenoles
reduce el riesgo de enfermedades asociadas al estrés oxidativo como el cancer (Bautista,
2015).

Los taninos son moléculas solubles en agua, y cuentan con un peso molecular entre 500-
3000 Daltones (D). Las vias del acido shikimico y malonato son las principales rutas
metabdlicas de la sintesis de estos metabolitos (Hassanpour et al., 2011). Son capaces
de precipitar alcaloides, albuminoides y gelatina (Amarowicz, 2007). Se subdividen en
dos grupos: taninos hidrolizables y condensados. Los taninos hidrolizables son polifenoles
de carbohidratos como la glucosa y los acidos carboxilicos fendlicos. Los taninos
condensados, por su parte, no se hidrolizan con acidos minerales y requieren mayores
concentraciones acidicas, asi como tiempos prolongados para su hidrélisis (Garcia,
2004). Los taninos pueden emplearse terapéuticamente en compuestos antidiarreicos,
hemostaticos y antihemorroides; presentan actividad antiinflamatoria por lo que ayudan a
controlar la gastritis, esofagitis, enteritis y trastornos intestinales irritantes (Kumar &
Upadhyaya, 2012).
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2.5.2 Compuestos nitrégeno / azufre

Los compuestos de nitrbgeno — azufre se integran por los alcaloides. Los alcaloides son
grupo muy diverso de metabolitos secundarios con un estimado de 20000 moléculas
distintas, distribuidas en aproximadamente 20 % de plantas vasculares registradas
(Matsuura & Fett-Neto, 2015).

Son compuestos que contienen un atomo de nitrégeno de bajo peso molecular en un
anillo heterociclico, por lo que son tipicamente alcalinos (Matsuura & Fett-Neto, 2015).
Comparten un origen comudn a partir de metabolitos primarios como aminoacidos o bases
y se les ha considerado como productos terminales del metabolismo de nitrdgeno
(Guirimand et al., 2010).

En la planta, en ocasiones se encuentran restringidos a ciertos 6rganos o partes; o estar
distribuidos en todo el organismo vegetal (Dominguez, 1988). Dentro de las funciones
biolégicas de estos metabolitos, se ha sugerido que intervienen en el crecimiento vegetal,
por su capacidad de formar quelatos o intervenir en fenémenos de oOxido-reduccion.
Asimismo, muchos alcaloides son téxicos, ya que actlan como componentes de defensa
en plantas contra patdgenos y predadores (Guirimand et al., 2010). A veces estos efectos
de toxicidad pueden ser nocivos o beneficiosos dependiendo del contexto ecolégico o
farmacologico. De tal manera, se les atribuyen actividades antiinflamatorias, anestésicas,
analgésicas, sedantes, antisépticas, eméticas, emolientes y diuréticas (Matsuura & Fett-
Neto, 2015).

2.5.3 Terpenos

Los terpenos se integran principalmente por esteroides, glicésidos cardioténicos, vy
saponinas.

Los esteroides en plantas se clasifican en dos categorias: fitoesteroles vy
brasinoesteroides. Los fitoesteroles son un grupo de alcohol-esteroides, son polvos
blancos con olor suave caracteristico, insolubles en agua y solubles en alcoholes. Se les
atribuyen propiedades reductoras del colesterol y preventivas de cancer (Sultan, 2015).
Por otro lado, los brasinoesteroides son un grupo de fitohormonas esteroides
polihidroxiladas que contribuyen al desarrollo, crecimiento y productividad de las plantas,
con capacidad de modular el estrés bidtico y abibtico de las plantas (Manghwar et al.,
2022).

Los glicésidos cardiotonicos son compuestos derivados de esteroides. Estos metabolitos
contienen en su estructura un anillo insaturado de lactona que define las dos clases de
glicésidos cardiotdnicos: los cardendlidos (con lactona 2-furanona) y los bufadiendlidos
(con lactona 2-pirona) (Calderén et al., 2013). Los glicésidos cardiotdénicos son sustancias
amargas, solubles en agua o alcoholes de bajo peso molecular (Woods, 1986). Se
encuentran en diversas partes de las plantas como hojas, raices, y corteza (Dominguez,
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1988). Algunos glicésidos cardioténicos se utilizan en cardiologia para el tratamiento de
congestién cardiaca y algunos tipos de arritmias, ya que aumentan la contractilidad de la
fibora muscular y el volumen minuto (Morsy, 2017). Estos metabolitos presentan
actividades anticancerigenas (Calderon et al., 2013).

Finalmente, las saponinas se han reportado en mas de 100 familias, y 500 géneros (Negi
et al.,, 2013). Contienen en su estructura una aglicona esteroide o triterpenoide, y una o
mas cadenas de azucar (Gucli-Ustindag & Mazza, 2007). Segun la estructura de la
aglicona, las saponinas se clasifican como neutrales o &cidas, siendo las saponinas
neutrales derivadas de esteroides, y las saponinas acidas poseen estructura triterpenoide
(Desai etal., 2009). Debido a su naturaleza anfifilica, las saponinas son compuestos
activos de superficie con propiedades espumosas, detergentes, de humectacion y
emulsion (Dominguez, 1988). Ademas, son sustancias polares, con alto peso molecular
(Negi et al., 2013). Muchas saponinas presentan actividad antimicrobiana (Desai et al.,
2009), actuan en el sistema de defensa de plantas para contrarrestar patégenos y
herbivoros (Yoong et al., 2014). También, presentan actividad hemolitica sobre eritrocitos
ya que hinchan y rompen estas células (Giclu-Ustiindag & Mazza, 2007). Las saponinas
presentan actividad terapéutica de tipo hemolitica, molusquicida, antiinflamatoria,
antifangica, antibacteriana, antiparasitaria, antitumoral, y antiviral (Yoong et al., 2014).

2.6 Hyptis verticillata Jacq.

Hyptis verticillata Jacq. es una planta perteneciente a la familia Lamiaceae. El género
Hyptis se conforma por plantas cominmente medicinales con una fuente importante de
componentes bioactivos (Picking et al., 2013).

Hyptis verticillata Jacq. es originaria de Centroamérica, con una distribucién que abarca
principalmente desde Florida a México, Colombia, y las islas del Caribe (Picking et al.,
2013). En México, se ha registrado en los estados de Hidalgo, Puebla, Oaxaca, San Luis
Potosi y Veracruz. Habita climas célidos y semicalidos desde el nivel del mar hasta los
760 m (Martinez et al., 2017).

Hyptis verticillata Jacq. recibe diferentes nombres segln la regién en que se encuentra.
Se le nombra como barrehorno, escobilla, epazotillo, hierba del negro, hierba martin,
mosote, o0 vara negra (CONABIO, 2024).

Morfolégicamente, son hierbas o arbustos erectos, con una altura aproximada de un 1m a
2.5m. Cuenta con tallos ramificados y lefiosos, hojas opuestas, membranaceas, de color
verde obscuras, lanceoladas, con bordes dentados, y de tamafio entre los 2cm a 13cm de
largo, con follaje aroméatico y amargo (Fig. 1). Cuentan con una inflorescencia laxa, y
verticilastros en las axilas de las hojas con flores. Las flores son pequefias, casi sésiles de
alrededor de 3 mm. Flores de color blanco a purpura. Cuenta con frutos en forma de
nueces oblongas, redondo-truncado en el apice, diminutamente reticulada, de tamafio
aproximado de 1 a 1.5 mm (Fig. 1) (Martinez et al., 2013).
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Figura 1. Morfologia de Hyptis verticillata Jacq. Fig. 1A: Flores de Hyptis vercillata Jacq.
Fig. 1B: Hojas de Hyptis vercillata Jacq. Fotografias tomadas en la localidad de Limén
Chiquito, Veracruz, México.

En la literatura, se ha determinado una amplia gama de usos de Hyptis verticillata Jacq.
contra diferentes padecimientos, desde su uso en condiciones gque afectan el sistema
respiratorio, el aparato gastrointestinal, enfermedades ginecoldgicas, el sistema
musculoesquelético y algunas afecciones en la piel (Picking et al., 2013).

Se han aislado y caracterizado algunos metabolitos secundarios de Hyptis verticillata
Jacq.: 17 lignanos, 1 alcaloide, 3 monoterpenos, 3 sesquiterpenos, 11 diterpenos, 4
triterpenos, 1 polifenol y 2 flavonoides (Picking et al., 2013).

2.6.1 El papel de Hyptis verticillata Jacq. en cancer

Las especies pertenecientes al género Hyptis cuentan con componentes bioactivos con
actividad insecticida, antimicrobiana, y anticancerigena (McNeil et al., 2011).

Muchos de los metabolitos secundarios aislados y caracterizados de Hyptis verticillata
Jacq. hasta la fecha tienen propiedades terapéuticas. Se han determinado 42
fitoguimicos, de los cuales 21 tienen algun tipo de actividad anticancerigena. Este ultimo
grupo de moléculas presenta efectos antimitoticos, antiproliferativos, antitumorales,
antimutagénicos, citotoxicos, antioxidantes y antiinflamatorios (Picking et al., 2013) (Tabla
1).
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Trabajo de investigacion | Actividad Modelo Parte de la | Tipo de
farmacolégica | experimental planta extracto
utilizada utilizado
Isolation and | Anticancerigena | In vitro Hoja Acuoso
characterization of cytotoxic | - Citotoxica (Linea celular | Seca
principles  from  Hyptis de leucemia
verticillata Jacq. (German, P1534)
1971).
Screening for antimicrobial | Antibacterianay | In  vitro (En | Partes aéreas | Extracto
activity of crude drug | antifingica bacterias secas crudo
extracts and pure natural Staphylococcus Metandlico
products from aureus,
Mexican medicinal plants Bacillus
(Rojas et al., 1992). Subtilis,
Escherichia
Coli,
Pseudomonas
aeruginosa and
y hongo
Candida
albicans).
Biological and | Antiinflamatoria | In vivo Hoja seca Extracto
Pharmacological activities (Ensayo HET- crudo de
and further constituents of CAM) acetona
Hyptis verticillata (Kuhnt
et al., 1995).
The bioassay-guided | Anticancerigena | In vitro Partes aéreas | Lignanos
isolation of growth inhibitors | Citotoxica (Linea celular | Secas aislados

of adult T-cell leukemia
(ATL), from the Jamaican
plant Hyptis verticillata, and
NMR characterization of
hyptoside (Hamada et al.,
2012).

de leucemia —
S1T)

Tabla 1. Estudios farmacoldgicos de Hyptis verticillata Jacq. Caracteristicas de una serie
de trabajos realizados sobre Hyptis verticillata Jacq. y su actividad a base de extractos o
metabolitos aislados sobre diversas patologias tales como el cancer en diversos modelos

experimentales.
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3. Justificacion

El cancer de mama representa un grave problema de salud global, ya que es la principal
tumoracion maligna en incidencia y mortalidad en la poblacion femenina. En México, se
ha establecido el cancer de mama como la tumoracion maligna con mayor tasa de
defuncién en mujeres adultas. Estudios sugieren que en este tipo de neoplasias malignas
el estrés oxidativo es de gran importancia, dada su capacidad de reaccionar con distintas
biomoléculas que dafian el ADN. En modelos experimentales, se han descrito diversas
moléculas capaces de modular esta condicién, tal como los metabolitos secundarios
presentes en plantas. En este sentido el uso de terapias con plantas medicinales podria
regular el estrés oxidativo implicado en el origen, promocién y progresion del cancer.

Se ha determinado que algunos grupos de metabolitos secundarios presentes en Hyptis
verticillata Jacqg. como alcaloides, saponinas, y polifenoles, presentan actividades
anticancerigenas. Atendiendo estas consideraciones, la presente tesis evalué el potencial
antioxidante de Hyptis verticillata Jacq. sobre el estrés oxidativo en un modelo murino de
cancer de mama.
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4. Hipotesis

Hyptis verticillata Jacg. disminuira el estrés oxidativo en un modelo de cancer de mama in
vivo, a través de los metabolitos secundarios presentes en la especie.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante de extractos organicos de Hyptis verticillata Jacq. sobre
marcadores de estrés oxidativo en ratones hembra CD-1.

5.2 Objetivos particulares

e Conocer el uso medicinal de Hyptis verticillata Jacq.

e Determinar la concentracion de metabolitos secundarios identificados en extractos
acuosos e hidroalcohdlicos de Hyptis verticillata Jacq.

e Evaluar la actividad de extractos de Hyptis verticillata Jacq. sobre marcadores de
estrés oxidativo (nitritos, lipoperoxidacion y enzima catalasa) en higado y sangre
periférica de ratdn.
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6. Material y métodos

6.1 Lugar de recolecta de Hyptis verticillata Jacq.

Los ejemplares de Hyptis verticillata Jacq. analizados en la presente tesis se recolectaron
en la localidad de Limén Chiquito, situada en el Municipio de Cazones, en el estado de
Veracruz, México (20° 40" 44.4” N, 97° 16°43.5” O a 15 msnm).

Se seleccionaron ejemplares sanos en etapa de floraciéon. Se validaron los ejemplares por
medio del herbario MEXU, UNAM.

6.2 Registro etnobotanico

Se elaboré un registro de datos etnobotanicos de Hyptis verticillata Jacq. en la localidad
de recolecta, a través de entrevistas breves a personas locales, basado en la metodologia
TRAMIL (Robineau, 1984). Se recopilaron principalmente datos sobre usos tradicionales o
terapéuticos de la especie de estudio, tipos de administracién, efectos adversos, asi como
sexo y edad de las personas entrevistadas.

6.3 Procesamiento del material de recolecta

Los ejemplares se lavaron exhaustivamente con agua destilada para remover cualquier
tipo de impureza. Posteriormente, cada planta se separd en hojas, tallo, flor y raiz (un
ejemplar se conservd completo para su posterior determinacion.

6.4 Obtencidn de extractos de Hyptis verticillata Jacq.

6.4.1 Extractos Acuosos

Los extractos acuosos de la planta se generaron por medio de la decoccién individual de
sus partes separadas. Se emplearon 100 g de cada estructura de Hyptis verticillata Jacq.
seleccionada para su decoccién en 1 L de agua destilada por 10 minutos. Las cantidades
empleadas se establecieron de acuerdo a los datos recopilados por el registro
etnobotanico.

Los extractos acuosos obtenidos se almacenaron en frascos ambar a 4°C para su
conservacion.
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6.4.2 Extractos hidroalcohdlicos

Las partes de Hyptis verticillata Jacq. separadas se trituraron individualmente por medio
de morteros de porcelana con pistilo. Posteriormente, a las muestras se les adicion6 una
solucién de etanol-agua (3:1). Las cantidades utilizadas se establecieron segun los datos
recopilados por el registro etnobotanico (Tabla 2).

Los extractos hidroalcohdlicos obtenidos se almacenaron en frascos ambar a temperatura
ambiente para su mantenimiento.

Parte de la Planta Muestra (g) Etanol / Agua (mL)
Hoja 100 g 750 /250 mL
Tallo 100 g 750 /250 mL
Flor 100 g 750 / 250 mL
Raiz 100 g 750 / 250 mL
Planta completa 509 375/125 mL

Tabla 2. Preparacion de extractos hidroalcohdlicos de Hyptis verticillata Jacq. El extracto
de planta completa se mantuvo con una proporcidon de etanol / agua igual al resto de
extractos en relacion a los gramos (g) obtenidos de ejemplar en la colecta.

6.4.3 Extractos secos

Tanto los extractos acuosos e hidroalcohdlicos generados a partir de Hyptis verticillata
Jacq. se depositaron individualmente en cristalizadores, y se colocaron en campanas de
extraccién para su secado.

Posteriormente, se recuperé el extracto seco de los cristalizadores raspando el material
vegetal, el cual se almacen6é de forma individual nuevamente en frascos dmbar a
temperatura ambiente. Se obtuvieron un total de 10 extractos secos (5 acuosos y 5
hidroalcohdlicos).
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6.5 Rendimiento de extractos secos

Se determiné el rendimiento de los extractos secos obtenidos de Hyptis verticillata Jacq.
mediante la siguiente férmula:

Rendimiento (%) = P.100/m

Donde P es el peso del extracto seco obtenido (g) y m es el peso del material vegetal ()
(Tolosa & Caiiizares, 2002).

6.6 Determinacién de azUcares totales

Se determinaron las cantidades de azlcares totales en los extractos de Hyptis verticillata
Jacq. mediante el método de fenol-sulfirico (DuBois et al., 2002). Dicha técnica se basa
principalmente en la sensibilidad que presentan los carbohidratos a acidos fuertes y altas
temperaturas generadas por los reactivos de fenol (5 %) y acido sulfarico concentrado. De
tal manera, se generan productos derivados del furano que se condensan (con ellos
mismos, o fenoles) formando compuestos coloridos analizados por espectrofotometria
(Nielsen, 2010).

Se realiz6 una curva de calibracion de glucosa de 10-100 ug/L. Los extractos de estudio, y
la curva de calibracién se trataron con 0.3 mL de fenol y 1.8 mL de acido sulfdrico. La
lectura de absorbancia se realizé a 490 nm.

6.7 Tamizaje fitoquimico preliminar

Se realizdé un analisis fitoquimico cualitativo para determinar la presencia de diversos
grupos de metabolitos secundarios en Hyptis verticillata Jacq. Brevemente, las reacciones
consistieron principalmente en cambios quimicos de algin grupo funcional de la
estructura del metabolito, formacién de otros compuestos que pueden producir cambios o
pérdida de coloracion, o precipitacién de conjugados (Bilbao, 1997).

A partir de cada extracto seco obtenido, se prepararon soluciones individuales con una
concentracion de extracto de 0.01 g/mL en agua destilada.

Para la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de Hyptis
verticillata Jacq. se tomaron alicuotas individuales de 500 ul de solucién de extracto,
utilizadas en las reacciones especificas descritas a continuacion.
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6.7.1 Compuestos fendlicos

6.7.1.1 Cumarinas

La identificacion de cumarinas se realiz6 mediante la prueba de hidroxamato férrico que
reconoce la estructura y-lactona (Carvajal et al., 2009). Se basa en la formacién de un
complejo entre el &cido hidroxamico formado y el cloruro férrico (Dominguez, 1988). Se
preparé una solucion de clorhidrato de hidroxilamina 2 % etanol e hidréxido de potasio. La
solucién se calenté hasta la formacién de una espuma de color rojizo, se enfri6 y se
afadieron un par de gotas de acido clorhidrico y cloruro férrico. La formacion de una
coloracién violeta indica la presencia de este grupo de metabolitos (Hinojosa et al., 2013).

6.7.1.2 Flavonoides

La reaccion de Shinoda se emple6 para la identificacion de flavonoides. Se afiadieron 2
limaduras de magnesio y gotas de HCI concentrado hasta observar una coloracién
anaranjada, rosa, roja azulosa o violeta (Dominguez, 1988). El anillo de gamma
benzopirona presente en flavonoides reacciona con el HCl concentrado y magnesio
(Bilbao, 1997).

6.7.1.3 Polifenoles

La presencia de polifenoles se analiz6 mediante la reaccién de Folin-Ciocalteu. Este
método se basa en la capacidad que tienen los fenoles para reaccionar con los agentes
oxidantes de molibdato y tungstato sodico. La transferencia de electrones a pH basico
reduce los complejos formados en éxidos de tungsteno (WgO23) y molibdeno (MogOzs), los
cuales son cromégenos de color azul intenso (Julkunen-Tiitto, 1985). Se afiadieron 500 pl
de reactivo Folin-Ciocalteau a las muestras de extracto, y 2 mL de carbonato de sodio.

6.7.1.4 Taninos

La identificaciéon de taninos cominmente emplea la capacidad de estos metabolitos de
unirse a las proteinas y precipitarlas. Los taninos se identificaron por medio del reactivo
de gelatina-sal. Se disolvieron 0.25 g de grenetina en 25 mL de solucién de cloruro de
sodio al 10%, lo que produce un precipitado blanco en presencia de taninos. Estos
precipitados muestran coloraciones verdes, azules o negras tras la adicién de cloruro
férrico al 10 % en agua destilada (Carvajal et al., 2009).

24



6.7.2 Compuestos de Nitrégeno — Azufre

6.7.2.1 Alcaloides

Los alcaloides se pueden identificar dada su capacidad para formar sales al combinarse
principalmente con yodo, yoduro de potasio, yoduro de bismuto, mercurio, y con acidos de
metales pesados, como el silicotiingstico, cloroplatinico y fosfomolibdico. Se realizaron 3
reacciones independientes para determinar la presencia de estos metabolitos en los
extractos de estudio. Las muestras se acidularon con HCI (diluido) previo a la adicion de
los reactivos.

Reactivo de Dragendorff: se disolvieron 4 g de Bi (NOs)s 5H.0 en 10 mL de HNOs al 30 %
y 13.6 g de Kl en 25 mL de agua. Las soluciones se mezclaron, y se dej6 reposar por 24
horas, se decanté la solucion y se aforé con agua a 50 mL. La prueba es positiva con la
formacion de un precipitado color anaranjado-marrén.

Reactivo de Mayer: se disolvieron 0.68 g de HgCl, en 30 mL de aguay 2.5 g de Klen 5
mL de agua. Las soluciones se mezclaron, y se afor6 a 50 mL con agua destilada. La
prueba es positiva si se presenta un precipitado de color blanco o color crema.

Reactivo de Wagner: se disolvieron 0.635 g de yodo sublimado y 1 g de yoduro de potasio
en 10 mL de agua; la solucion se aforé a 50 mL con agua destilada. La prueba es positiva
con la formacién de un precipitado color anaranjado-marrén (Dominguez, 1988).

6.7.3 Terpenoides

6.7.3.1 Esteroides

El reactivo de Lieberman-Burchard se utilizé para la identificacion de esteroides, se
genera una reaccién entre el anhidrido acético con el nucleo esteroidal o triterpenoide
presente en estos metabolitos. La solucién consistié en 25 mL de anhidrido acético con 25
mL de cloroformo, con la adicion de unas gotas de &cido sulfdrico, y se sometié a un
calentamiento de 110°C durante 10 min. Los esteroides estan presentes si se observan
coloraciones rojas, azules o verdes en cualquier tonalidad (Xiong et al., 2007).
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6.7.3.2 Glicésidos cardioténicos

La identificacion de glicosidos cardioténicos se basa en la presencia de la molécula 2-
desoxiazUcar. Se realizaron 2 reacciones independientes. Keller-Killiani: se disolvieron
500 pl de sulfato férrico al 5 % en 49.5 mL de &cido acético glacial. Se afiadi6 1 mL a las
muestras, y dos gotas de &cido sulfurico. La prueba es positiva si se observa una
coloracion azul. Baljet: Solucion 1: se disolvieron 0.25 g de acido picrico en 25 mL de
etanol. Solucién 2: se disolvieron 2.5 g de hidroxido de sodio en 25 mL de agua destilada.
Las soluciones se mezclaron, y se agregaron 4 gotas de reactivo a las muestras. La
prueba es positiva si se muestra una coloracién anaranjada o rosa obscura (Dominguez,
1988).

6.7.3.3 Saponinas

Las saponinas se pueden identificar mediante la prueba de espuma, que aprovecha la
naturaleza anfifilica de estas moléculas dada por la presencia de una aglicona soluble en
lipidos y de una cadena de azucar soluble en agua (Negi et al., 2013). Se adicionaron 3
mL de muestra a un tubo de ensayo, se tap6 y agitd vigorosamente. La formacién de
espuma debe de ser estable por lo menos 30 minutos para poder establecer la presencia
de saponinas (Dominguez, 1988).

6.8 Cuantificacion de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios identificados en los extractos de Hyptis verticillata Jacq. se
cuantificaron por espectrofotometria de luz UV-Visible a través de reacciones especificas.
Las lecturas se determinaron por medio de espectrofotometro.

A partir de los extractos secos, se prepararon soluciones individuales con una
concentracion de extracto de 0.01 g/mL en agua destilada. Posteriormente, se utilizaron
alicuotas de 50 pul de los extractos para las reacciones empleadas.
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6.8.1 Compuestos fendlicos

6.8.1.1 Cumarinas

Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una solucién patron de Umbeliferona (0.1 g
de Umbeliferona en 5 mL de metanol, y se afor6 a 50 mL con agua destilada). La
absorbancia se ley6 a 320 nm (Os6rio & Martins, 2004).

6.8.1.2 Polifenoles

La cuantificacién de polifenoles se llevd a cabo por la reaccion de Folin-Ciocalteu descrita
anteriormente, que produce cromégenos de color azul intenso. Se realiz6 una curva de
calibracion a partir de una solucién estandar de acido gélico 2 mM. La absorbancia se
leyé a 760 nm (Mufioz et al., 2017).

6.8.1.3 Taninos

Los taninos se cuantificaron con el uso de polivinilpolipirrolidona (PVPP), que es un
polimero insoluble en medio acuoso que precipita los taninos (Garcia, 2004). Una vez
obtenidos los taninos, se realizé el método de Folin Ciocalteau, empleando una curva de
calibracion con una solucién patron de 4cido tanico (0.1 mg/mL). Se midi6 la longitud de
onda a 760 nm (Mufioz et al., 2017).

6.8.2 Compuestos de nitrégeno-azufre

6.8.2.1 Alcaloides

La concentracién de alcaloides se determind mediante el método de Shamsa (Shamsa
et al., 2008), el cual consiste en la formacién de un complejo de transferencia de carga
alcaloide - verde de bromocresol a pH 4.7. Se realizé una curva de calibracién a partir de
una solucién patrén de cafeina (0.1 g/mL). La longitud de onda se midié a 420nm.
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6.8.3 Terpenos
6.8.3.1 Esteroides

La cuantificacion de esteroides se llevd a cabo a través de la reaccion Lieberman-Buchard
descrita anteriormente. Se realizé una curva de calibracion a partir de una solucion patrén
de colesterol 10 mM. Se midié la absorbancia a 620 nm.

6.8.3.2 Glicosidos cardioténicos

Los glicésidos se cuantificaron mediante su reaccion con picrato de sodio, compuesto que
reacciona con la molécula 2-desoxiazlcar lo que genera la formacion de croméforos. Se
realizé una curva de calibracién con una solucion estandar de digoxina (0.04 mg/mL). En
5 mL de solucion, se afiadieron 3 mL de solucion de picrato de sodio. Se dejé incubar por
30 minutos, y se midi6 la absorbancia a 495 nm. La concentracion de glicosidos
cardiotonicos se determiné mediante la siguiente formula:

Cop = _Cst)Pu) 1y
Ast

Sea: Cux= Cantidad de glucosidos cardiotonicos en la muestra, Cs= Concentracion del
estandar usado en el analisis, Aux= Absorbancia de la muestra, As= Absorbancia del
estandar, FD= Factor de dilucion de la muestra (Abrego & Honles, 2012).

6.8.3.3 Saponinas

Las saponinas se cuantificaron mediante el proceso de hidrélisis acida, generada por
anhidrido acético y 4cido sulfurico al 16%. Este proceso provoca la separacion de la
aglicona y los carbohidratos presentes en la estructura de las saponinas. Sustancias
como el cloroformo reaccionan con productos de deshidratacion de las agliconas
generando compuestos coloreados. Se realizé una curva de calibracién a partir de una
solucion patron de sapogenina (20 mg/mL). La absorbancia se leyé a 485 nm (Ramos
et al., 2014).
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6.9 Disefio experimental

El modelo experimental in vivo se integré por 60 ratones hembras CD-1, de un mes de
edad. Los ratones se distribuyeron en 10 grupos de estudio (6 ratones por grupo) para un
manejo experimental especifico (Tabla 3).

Grupo Condicion Régimen de administracién
1 Control Ratones hembra en desarrollo normal
2 Vehiculo Administracion via oral (25 pl) de aceite de oliva
durante 15 dias
3 Extracto de hoja Administracion via oral (25 pl) de extracto de hoja
acuoso acuoso durante 15 dias
4 Extracto de raiz Administracion via oral (25 pl) de extracto de raiz
acuoso acuoso durante 15 dias
5 Extracto de planta Administracion via oral (25 pl) de extracto de planta
completa completa hidroalcohdlico durante 15 dias
hidroalcohdlico
6 Extracto de flor Administracion via oral (25 pl) de extracto de flor
acuoso acuoso durante 15 dias
7 DMBA + Extracto de Administracion previa via oral (25 ul) de
hoja acuoso carcindégeno DMBA diluido en aceite de oliva +
Administracion via oral (25 ul) de extracto de hoja
acuoso durante 15 dias
8 DMBA + Extracto de Administracion previa via oral (25 pl) de
raiz acuoso carcinogeno DMBA diluido en aceite de oliva +
Administracion via oral (25 pl) de extracto de raiz
acuoso durante 15 dias
9 DMBA + Extracto de Administracion previa via oral (25 pl) de
planta completa carcinégeno DMBA diluido en aceite de oliva +
hidroalcohdlico Administracion via oral (25 ul) de extracto de planta
completa hidroalcohélico durante 15 dias
10 DMBA Administracion previa via oral (25 pl) de

carcinégeno DMBA diluido en aceite de oliva

Tabla 3. Caracteristicas y distribucion de los grupos experimentales de ratones hembra
CD-1. La administracién del agente carcinogénico DMBA se realizé en los grupos de
ratones designados a la edad de 45 dias. Los tratamientos y el vehiculo dados a los
ratones se administraron a partir de los 135 dias de edad.

El uso y manejo de animales de laboratorio se realiz6 mediante las normas establecidas
por la ley mexicana de proteccién animal para el uso de animales de experimentacion
(NOM-062-Z0O0-199).
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6.10 Induccién de cancer de mama a ratones CD-1

La induccién de cancer de mama se realizo en grupos seleccionados de ratones hembras
de 45 dias de edad (grupos 7, 8, 9, 10), periodo en que se inicia la organogénesis activa
en la glandula mamaria, con un alto indice en la proliferacion de lébulos (DMBA actta en
los alveolos) y una mayor probabilidad de desarrollo del carcinoma (Arroyo et al., 2010).
La induccién consisti6 en la administracion de 2.63 mg de 7, 12-dimetilbenzantraceno
(DMBA) por cada 26 g de peso de raton, a cada organismo, una dosis Unica por via oral.
El DMBA se disolvio previamente en aceite de oliva dadas sus propiedades lipofilicas, a
una temperatura de 27°C.

Una vez administrado el DMBA, los ejemplares se monitorearon durante 90 dias,
registrando caracteristicas de anomalias y peso.

6.11 Tratamiento con extractos de Hyptis verticillata Jacq. a ratones CD-1

90 dias posteriores a la induccién de carcinoma, se procedi6 a administrar ciertos
extractos de Hyptis verticillata Jacq. a los grupos de ratones definidos (grupos 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9). Los tratamientos seleccionados consistieron en la administracion de una dosis diaria
(25 ul) via oral durante 15 dias a cada organismo. Se monitorearon los ejemplares
durante este periodo, registrando caracteristicas de anomalias y peso. El tiempo de
administracion de los tratamientos y la dosis se determiné mediante los datos obtenidos
por el registro etnobotanico, en relacion con el peso de los ratones. Se llevé a cabo un
registro semanal continuo, detallando observaciones y peso de los organismos.

6.12 Obtencién de plasma sanguineo de ratones CD-1

Una vez finalizado el periodo de administracion de tratamientos, los ejemplares biologicos
se sacrificaron por decapitacion. La sangre se vertio individualmente en tubos Vacutainer
con EDTA, y se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos. El plasma sanguineo
obtenido de cada organismo se mantuvo en hielo.

6.13 Obtencién de homogenado de higado de ratones CD-1

Los higados de los organismos sacrificados se extrajeron, se lavaron y perfundieron con
solucion salina de NaCl al 0.9%. Se registr6 peso y tamafio de cada higado.
Posteriormente, se trituraron mediante morteros con pistilo de manera individual,
adicionando solucién buffer TRIS-HCI pH 7.5 (5 mL por cada gramo de higado) y 50 ul de
2-mercaptoetanol.
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El macerado obtenido se filtr6 con una capa doble de gasas y se centrifugd a 3000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante resultante se mantuvo en hielo.

Los ejemplares sacrificados se diseccionaron, y se realizd un registro con caracteristicas
de bazo y pulmén, tumoraciones presentes y anomalias. En caso de presencia, las
tumoraciones malignas se documentaron y extirparon, y se mantuvieron en formol para un
posterior andlisis.

6.14 Analisis de marcadores de estrés oxidativo

Todas las muestras obtenidas de plasma sanguineo y tejido de higado homogenado de
raton se analizaron mediante las pruebas de marcadores de estrés oxidativo.

6.14.1 Cuantificacién de nitritos por el método de Griess — Saltzman

Los nitritos son el Unico producto estable resultante de la autooxidaciéon del oxido nitrico
(NO) en soluciones acuosas, por ello son cuantificables.

El reactivo de Griess — Saltzman consistié en la mezcla de una solucion de N-1-(naftil)
etilendiamina dihidrocloruro (0.2 % p/v en agua) con una solucion de sulfanilamida (1 %
en acidofosférico al 5%).

Se realiz6 una curva patron de NaNO2 1 mM con un volumen final de 1 mL, y se afiadieron
a las muestras de la curva 2 mL de reactivo de Griess — Saltzman (Fig. 2). Se leyé la
absorbancia a 540nm. Para las muestras de estudio se tomaron 100 ul y se llevaron a un
volumen de 1 mL, posteriormente se continué con el mismo procedimiento aplicado a la
curva patron. La concentracién se expres6 como pmoles de nitrito/L (Adarmes et al.,
2009).
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Figura 2. Curva de calibracion de cuantificacién de nitritos por el método de Griess —
Saltzman. El método de Griess — Saltzman se basa en la formacion de un cromoforo de
color violeta generado mediante la diazoacién de sulfanilamida con nitritos, seguido de
una conjugaciéon con una amina biciclica como la N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro,
en un medio acido (Tenorio et al., 2005).
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6.14.2 Actividad enzimética de catalasa por el método de Chance y Maehly

La actividad enzimatica se puede evaluar en funcién de la velocidad de reaccion que las
enzimas presentan. El método de Chance y Maehly se basa en la capacidad de la enzima
catalasa para degradar el per6xido de hidrégeno (H202) en una molécula de agua y % de
oxigeno. Esta reaccion se llevé a cabo colocando 1 mL de solucion amortiguadora PBS
con peroxido de hidrégeno 30 mM y 25 ul de muestra. La absorbancia se ley6 a 240 nm
en un espectrofotometro UV (UNICO, S-2150 UV) (Maehly & Chance, 1954).

La actividad de catalasa se calculé mediante las lecturas de cambios de absorbancia por
minuto (AA240), como una pendiente de la parte lineal de la gréafica de Az contra el
tiempo, siguiendo la siguiente ecuacion:

UCAT/mL= (AA240/¢) (FD de la reaccion)

Donde ¢ es el coeficiente de extincion molar del H.O» a 240 nm (37.36 pmol-1 mL Abs); y
FD es el factor de dilucion: sustrato/muestra (1000 mL/25 pl).

La ecuacién se ajustd dadas la concentracion de proteina de cada muestra (determinada
por el método de Biuret), utilizando la siguiente formula:

UCAT/mg= ((AA240/¢) (FD de la reaccién) / mg/mL de proteina

6.14.3 Cuantificacién de proteina total por el método de Biuret

El método de Biuret se basa en la formacién de un complejo de Cu?* con los grupos NH
de los enlaces peptidicos. Se tomaron alicuotas de 100 ul de las muestras obtenidas de
plasma e higado para su andlisis individual. Se elabor6é una curva patréon de albumina de
huevo (10 mg/mL) (Fig. 3). Se le adicion6 4 mL de reactivo de Biuret, reposando en la
obscuridad por 20min. Se ley6 la absorbancia a 545 nm (Mahesha, 2012).
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Figura 3. Curva de calibracion de cuantificacién de proteina por el método de Biuret. La
reaccion ocurre en medio basico, y se identificada por una coloracion violeta, proporcional
al nimero de proteinas.
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6.14.4 Cuantificacion de peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica implica la conversion oxidativa de acidos grasos insaturados. Es
medida mediante la produccion de malondialdehido, que al reaccionar con A&cido
tiobarbittrico forma un complejo coloreado (Arroyo et al., 2010).

En 100 ul de muestra, se afiadieron 100 ul de buffer TRIS-HCI, 100 pl de sulfato de hierro,
y 100 pl de &cido ascorbico. La solucion se llevo al volumen de 1 mL con agua destilada, y
se incubd a 37°C durante 15 min. Posteriormente se afiadié a la solucion 1 mL de TCAy 2
mL de TBA, para su incubaciéon a 100°C por 15 min. Las muestras se centrifugaron a 3000
rpm por 10 min para la obtencion del sobrenadante. Se leyo la absorbancia a 532 nm
(Murube, 2014).

La concentracién de malondialdehido se calculé utilizando su coeficiente de extinciéon
molar dada la siguiente ecuacion:

C: As3o/ €P

Donde ¢ es el coeficiente de extincién molar del MDA a 532 nm (155 MmMCM?) Y P es el
grosor de la fotocelda (1cm).

6.15 Analisis estadistico

Los datos de los grupos de ratones se presentaron como media £+ SEM. Se analizaron las
muestras mediante analisis de ANOVA a través del programa IBM SPSS Statistics 25, y el
criterio minimo de diferencia estadisticamente significativa (*) se fijé en p<0.05.
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7. Resultados

7.1 Datos etnobotanicos

Se realizaron un total de 21 entrevistas en la localidad de recolecta de Hyptis verticillata
Jacq., correspondientes a 9 hombres (43%) y 12 mujeres (57%), con un rango de edad de
24 a 72 afos. El registro etnobotanico mostré6 que los usos principales de Hyptis
verticillata Jacqg. en la localidad pertenecen tanto a aspectos culturales, como
terapéuticos. De manera que, Hyptis verticillata Jacq. cominmente es empleada contra
los célicos, y en “limpias”. Se determin6 un registro en el uso de la especie contra el
cancer de mama (Fig. 4).

Cancer de mama
4%

Resfriado
8%

Diabetes
8%

"Limpias"
28%

Gastritis
8%

Figura 4. Porcentaje de los principales usos de Hyptis verticillata Jacq. en la localidad de
Limon Chiquito, Veracruz.

El uso de Hyptis verticillata Jacq. contra los diversos padecimientos en la localidad se
basa en dos de sus estructuras: hojas (62 % de los casos) y raiz (38 % de los casos).

El modo de preparacion de la planta (previo a su uso) consistié principalmente a manera
de té, ingerido. Asimismo, la duracion del tratamiento cominmente es de una semana. No
se obtuvo reporte de efectos nocivos tras el uso de la planta en la localidad (Tabla 3).
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Uso Parte utilizada Modo de Duracion
preparacion tratamiento
Resfriado Hojas o raiz Té 1 semana
Colicos Hojas Té 3 semanas
Colicos, Hojas Té 1 -3 meses
diabetes,
cOlicos
Célicos Hojas Té 1 semana
Colicos, Raiz 1 -2 meses
resfriado
Dolor Hojas Hervida 3 dias
Colicos, Raiz Té Al notar
diabetes mejoria
Colicos, Raiz Té 1 semana
menstruacion
Colicos Hojas Té 1 semana
Gastritis Hojas Té 1 dosis
Colicos Hojas Té 3 dias
Gastritis Raiz Té 1 dosis
Cancer de | Raiz Decoccion 3 semanas
mama

Tabla 3. Caracteristicas de administracion en el uso de Hyptis verticillata Jacq. en
diversas patologias en la localidad de Limén Chiquito, Veracruz. El modo de preparacion
en la localidad del tratamiento de raiz de Hyptis verticillata Jacq. contra el cancer de
mama consiste en un pufio (aproximadamente 50 g) de materia vegetal (Raiz) en 2 L de
agua, esta se calienta y se deja evaporar hasta alcanzar aproximadamente la mitad del
volumen total (1 L). La administracién es como agua de tiempo.

35



7.2 Rendimiento de extractos secos de Hyptis verticillata Jacq.

Se determind el rendimiento de los extractos secos generados a partir de Hyptis
verticillata Jacq. De manera general, se obtuvo un mayor rendimiento en los extractos
acuosos, comparados con los hidroalcohdlicos.

Rendimiento de los extractos (%)

Extracto seco Hoja Flor Raiz Planta
completa

Acuo0so 4.736 2.229 .930 .387

Hidroalcohdlico 4.535 2.534 1.050 1.033

Tabla 4. Porcentajes de rendimiento de los extractos de Hyptis verticillata Jacq.
7.3 Cuantificacion de azlcares totales

La determinacion de azUcares totales en los extractos de Hyptis verticillata Jacq. se llevo
a cabo mediante el método de fenol-sulftrico. El extracto de flor hidroalcohdlico presentd
la mayor concentracion de carbohidratos entre los extractos analizados; contrariamente, el
extracto de hoja acuoso conté con el nivel mas bajo de concentracion (Fig. 5).
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13.08

HA TA FA RA PCA HH TH FH RH PCH
Extractos de Hyptis verticillata Jacq.

Figura 5. Concentracion de azucares totales de los extractos de Hyptis verticillata Jacq. La
concentracion de azlcares se expresa pg/mL. Sea: HA= hoja acuoso, TA= tallo acuoso,
FA= flor acuoso, RA= raiz acuoso, PCA= planta completa acuoso, HH= hoja
hidroalcohdlico, TH= tallo hidroalcohoélico, FH= flor hidroalcohdlico, RH= raiz
hidroalcohélico, PCH= planta completa hidroalcohdlico.
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7.4 Tamizaje fitoquimico preliminar

La identificacion de metabolitos secundarios presentes en los extractos de Hyptis
verticillata Jacq. se realiz6 a partir de los extractos secos y consistié en reacciones de
coloracion, y precipitacion de conjugados. Se identificaron un total de 7 metabolitos
secundarios en los extractos acuosos: alcaloides, cumarinas, esteroides, glicosidos
cardiotonicos, polifenoles, saponinas y taninos. Los flavonoides representaron el Unico
grupo ausente en este tipo de extractos (Tabla 5).

Metabolito secundario

Alcaloides

Cumarinas

Esteroides

Flavonoides

Glicosidos cardiotonicos

Saponinas
Polifenoles

Taninos

Ensayo Extractos acuosos
Hoja Tallo Flor Raiz Planta
C.
Dragendorff +++ + +++ + +++
Mayer ++ + ++ + ++
Wagner +++ + +++ + +++
Hidroxido de Sodio  + + = + -
Lieberman- + + - + -
Burchard
Shinoda - = - - -
Baljet ++ + + ++ ++
Keller-Killiani + + + + +
Espuma +++ ++ ++ ++ ++
Folin-Ciocalteu +++ +++ +++ +++ +++
Gelatina-sal + + + + +

Tabla 5. Determinacion de metabolitos secundarios en extractos acuosos de Hyptis
verticillata Jacq. Leyenda en cantidades: +++ Abundante, ++ Presencia relativamente
abundante, + Presencia escasa, - Ausencia.
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Asimismo, en los extractos hidroalcohdlicos se identificaron 7 metabolitos secundarios:
alcaloides, esteroides, cumarinas, glicosidos cardiotonicos, saponinas, polifenoles y
taninos. Se determiné la ausencia de flavonoides (Tabla 6).

Metabolito secundario

Alcaloides

Cumarinas

Esteroides

Flavonoides

Glicésidos cardiotonicos

Saponinas
Polifenoles

Taninos

Ensayo Extractos hidroalcohdlicos
Hoja Tallo Flor Raiz Planta
C.
Dragendorff T + T + ++
Mayer + - ++ + +
Wagner + + + + ++
Hidroxido de Sodio  + + + + +
Lieberman- - + - + +
Burchard
Shinoda - - - - -
Baljet + + ++ + ++
Keller-Killiani & T T T +
Espuma ++ ++ ++ ++ ++
Folin-Ciocalteu +++ +++ +++ +++ +++
Gelatina-sal + + + + +

Tabla 6. Determinacion de metabolitos secundarios en extractos hidroalcohdlicos de
Hyptis verticillata Jacq. Leyenda en cantidades:
relativamente abundante, + Presencia escasa, - Ausencia.

+++ Abundante, ++ Presencia
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7.5 Cuantificaciéon de metabolitos secundarios

Las cantidades de metabolitos secundarios presentes en los extractos evaluados se
cuantificaron por espectrofotometria de Iluz UV-Visible por medio de reacciones
especificas. Los niveles de concentracion de saponinas en ambos tipos de extracto de
Hyptis verticillata Jacq. resultaron con mayor concentracion respecto a los demas grupos
de metabolitos secundarios (Tabla 7).

Tabla 7. Concentraciones de metabolitos secundarios en los extractos de Hyptis
verticillata Jacq. Las concentraciones de metabolitos secundarios se expresaron en
mg/mL. Los extractos sombreados se implementaron como tratamiento para los grupos de
ratones correspondientes.

7.6 Medicion de la concentracion de nitritos en plasma sanguineo y homogenado de
higado de ratones CD-1

Se evaluaron los marcadores de estrés oxidativo en las muestras obtenidas de plasma y
homogenado de higado de ratones hembra CD-1 tras sus respectivos tratamientos.

La concentracién de nitritos en plasma sanguineo no mostré diferencias significativas
entre los grupos de ratones sin induccion cancerigena tratados con los extractos de Hyptis
verticillata Jacq. respecto a la condicién control (Fig. 6). Por otra parte, los grupos de
ratones sometidos al carcinbgeno DMBA y tratados con los extractos seleccionados no
mostraron diferencias significativas en los valores de nitritos respecto al grupo DMBA, sin
embargo, los extractos acuosos de hoja y raiz, y el extracto hidroalcohélico de planta
completa aumentaron la concentracién de nitritos a valores cercanos a los normales
(control) (Fig. 6).
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Extracto | Alcaloides Cumarinas Esteroides Glicosidos Saponinas Polifenoles Taninos
Hoja 0.058 0.002 0.112 0.017 6.145 0.001 0.036
3 Tallo 0.056 0.002 0.400 0.008 7.968 0.015 0.043
§ Flor 0.037 0 0 0.015 27.916 0.012 0.045
b Raiz 0.071 0.001 0.102 0.008 12.656 0.008 0.025
Planta C. 0.047 0 0 0.008 15.885 0.016 0.026
, Hoja 0.049 0.002 0 0.004 6.302 0.009 0.035
§ @ Tallo 0 0.003 0.614 0.007 7.760 0.008 0.048
S0 Flor 0.094 0.003 0 0.011 8.854 0.014 0.049
52 Raiz 0.094 0.001 0.539 0.009 2.447 0.010 0.064
* Planta C. 0.097 0.002 0.468 0.007 5.260 0.008 0.043
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Figura 6. Efecto de los extractos de Hyptis verticillata Jacq. sobre la concentracion de
nitritos en plasma sanguineo de ratones hembra de la cepa CD-1. La concentraciéon de
nitritos se expresé en mM/mg proteina. El criterio de diferencia estadisticamente
significativa (*) se fij6é en p<0.05.

Los valores de nitritos en las muestras de homogenado de higado no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de ratones en condiciones
normales y tratados con los extractos, respecto a la condicion control (Fig. 7). Por otra
parte, los grupos sometidos al carcinbgeno DMBA y al tratamiento con los extractos, no
mostraron diferencia significativa en la concentracién de nitritos respecto al grupo DMBA,
no obstante, el extracto raiz acuoso aumenté los valores de nitritos en esta condicion (Fig.
7).
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Figura 7. Efecto de los extractos de Hyptis verticillata Jacq. sobre la concentracion de
nitritos en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1. La concentracién
de nitritos se expres6 en mM/mg proteina. El criterio de diferencia estadisticamente
significativa (*) se fij6é en p<0.05.

7.7 Actividad de catalasa en plasma sanguineo y homogenado de higado de ratones
CD-1

En plasma sanguineo, no se observé diferencia significativa en la actividad de catalasa en
los grupos de condicidon normal y tratados con extracto respecto al control (Fig. 8). Por
otra parte, en condiciones carcinogénicas, el extracto de planta completa hidroalcohodlico
mostré una disminucion significativa en la actividad de catalasa respecto al grupo DMBA,
el extracto de raiz también disminuy0 la actividad enzimética en esta condicién (Fig. 8).
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Figura 8. Efecto de los extractos de Hyptis verticillata Jacqg. sobre la actividad enzimatica
de catalasa en plasma sanguineo de ratones hembra de la cepa CD-1. La actividad de
catalasa se expres6 en UCAT/mg de proteina. El criterio de diferencia estadisticamente
significativa (*) se fij6é en p<0.05.

En homogenado de higado, los grupos de ratones en condiciones normales y tratados con
los extractos no mostraron diferencias significativas en la actividad enzimatica de catalasa
respecto al grupo control, aunque se puede observar un aumento en la actividad de
catalasa en los tratamientos acuosos de hoja y raiz en tal condicién. (Fig. 9). En
condiciones carcinogénicas, los grupos de planta completa hidroalcohdlico y raiz acuoso
disminuyeron la actividad de catalasa respecto al grupo DMBA (Fig. 9).

42



Actividad de

catalasa

.05000

.06000

.04000

.02000

.00000

(UCAT/mg proteina)
Ll
onoer | -
Ho,

O T Py o T
o =} @O ) =]
= o 1 = -
= = o
o w @ o o
p =R o o
= 5 O 5
@ & = 2
o L=} o
o
(=]
o
(]
o
j
=3
=
o
Grupo

waWa + osonae efoH

YaWd
wamd

+ 021[0403|BOIRIY D) BB

vawa -+ osonde zey | E——

Figura 9. Efecto de los extractos de Hyptis verticillata Jacqg. sobre la actividad enzimatica
de catalasa en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1. La actividad

de catalasa se expres6 en UCAT/mg de proteina.
estadisticamente significativa (*) se fijo en p<0.05.

El

criterio de diferencia

7.8 Cuantificacion de peroxidacion lipidica en plasma sanguineo y homogenado de

higado de ratones CD-1

En plasma sanguineo, en condiciones normales, los grupos tratados con extractos no
mostraron diferencias significativas en los valores de MDA respecto al grupo control (Fig.
10). Por otra parte, el extracto de planta hidroalcohdlico en ratones con induccién de
cancer aumenté la concentracion de MDA de manera significativa respecto al grupo
DMBA (Fig. 10). También, los tratamientos acuosos de raiz y hoja, en la misma condicion,

aumentaron la concentracién de MDA (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de los extractos de Hyptis verticillata Jacq. sobre la concentracion de
MDA en plasma sanguineo de ratones hembra de la cepa CD-1. La concentracion de
MDA se expresé en nmol/mg proteina. El criterio de diferencia estadisticamente
significativa (*) se fij6é en p<0.05.

En homogenado de higado, en condiciones normales, los grupos con tratamiento de
extracto no mostraron diferencias significativas en los valores de MDA respecto al grupo
control (Fig. 11). Por otra parte, en condiciones carcinogénicas, el extracto acuoso de hoja
y el extracto hidroalcohodlico de planta completa disminuyeron de forma significativa la
concentracion de MDA respecto al grupo DMBA (Fig. 11).

44



(*) (*)

2,00000E-4

1.50000E-4

1.00000E-4 i

5.00000E-5

MDA
(nmol/mg proteina)

HIIH—

0.00000E0

o § 2 ® 2 & 3 73 =@ ¢
=} =3 Q@ =] 2. o
= = o & %._ = [ I %3 %
c 2 w o o a8 o o =0 =
o = = ] o2 o el
o = 5 o S = 5 o
2 @ =y @ ? 0 =
[=} = o ° =} = o
o + 6 o
[uh] [uh]
=} g = =)
o o
= o to =
=} = b =}
o o
o o
T
Grupo

Figura 11. Efecto de los extractos de Hyptis verticillata Jacq. sobre la concentracion de
MDA en homogenado de higado de ratones hembra de la cepa CD-1. La concentracion
de MDA se expres6 en nmol/mg proteina. El criterio de diferencia estadisticamente
significativa (*) se fij6é en p<0.05.
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8. Discusion de resultados

El conocimiento de las comunidades que coexisten con las especies medicinales resulta
un pilar fundamental en la investigacion y desarrollo de farmacos contra enfermedades
que aquejan las sociedades (Zambrano et al., 2015). Mediante el registro etnoboténico de
Hyptis verticillata Jacq. en la localidad de Limén Chiquito, Veracruz, se registraron
diferentes usos de la especie de estudio en la comunidad. Se determiné el uso de Hyptis
verticillata Jacg. en aspectos culturales y terapéuticos (Fig. 4). Terapéuticamente, Hyptis
verticillata Jacq. es empleada en la comunidad en padecimientos tales como cdlicos,
gastritis y diabetes, destacando su uso contra el cancer de mama (Fig. 4) (Tabla 3). En la
literatura, se ha descrito el uso de Hyptis verticillata Jacq. en patologias de la piel, sistema
musculo esquelético, sistema reproductor femenino, sistema respiratorio y tracto
gastrointestinal (Picking et al., 2013), de manera que, Hyptis no cuenta con antecedentes
directos en el tratamiento de cancer de mama, sin embargo, se han sugerido propiedades
anticancerigenas de fitoquimicos presentes en la especie (Picking et al., 2013). También,
se ha descrito el uso de Hyptis verticillata Jacq. en desérdenes gastrointestinales en la
region de Oaxaca, México (Heinrich et al., 1992), y su actividad en la diabetes, ya que por
medio de extractos etanodlicos es capaz de reducir los niveles de glucosa en sangre y de
hemoglobina glucosilada en ratas diabéticas (Ogar et al., 2018). De manera que, esta
informacion corrobora los usos terapéuticos de Hyptis verticillata Jacq. en la comunidad,
por lo que Hyptis verticillata Jacq. puede ser considerada una especie de uso medicinal
dentro de esta region.

Las partes empleadas de Hyptis verticillata Jacq. en la localidad son las hojas y la raiz
(Tabla 3). De hecho, se ha reportado el uso de hojas de Hyptis verticillata Jacq. a manera
de infusion en problemas gastrointestinales (Heinrich et al., 1992), mientras que la raiz es
utilizada en padecimientos como vomito, asma y dolor de cuerpo (Alonso et al., 2012). No
se determinaron contraindicaciones en el uso terapéutico de la especie en la localidad, sin
embargo, se ha referido actividad abortiva (Coe, 2008), por lo que su utilizacidon no es
recomendable durante el embarazo. El uso de Hyptis verticillata Jacqg. resulta de gran
importancia en la salud de la comunidad, dada su facil obtencién y disposicién, por ello, la
informacién descrita abre un preAmbulo en el interés cientifico para la validacién de las
propiedades atribuidas a esta especie.

Las especies del género Hyptis, son consideradas plantas medicinales con una fuente
importante de metabolitos secundarios (Picking et al., 2013). De modo que, se generaron
extractos organicos de Hyptis verticillata Jacq. para ser analizados. La cuantificacién de
azlcares totales de los extractos de Hyptis verticillata Jacq. por el método de Dubois
mostré una mayor cantidad de azUcares totales presente en los extractos hidroalcohdlicos
en comparacion con su correspondiente acuoso (misma parte de la planta), a excepciéon
del extracto de planta completa (Fig. 5). La cantidad de azlcares presente en plantas se
asocia con la biosintesis de metabolitos secundarios (Murthy et al., 2014), lo que sugiere
una mayor cantidad de metabolitos secundarios derivados de azlcares en los extractos
hidroalcohélicos, como aquellos metabolitos secundarios derivados de la ruta del acido
shikimico (Tabla 7).
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Existen pocos reportes del perfil fitoquimico de Hyptis verticillata Jacq., se ha
documentado la presencia y el aislamiento de metabolitos secundarios como: alcaloides,
flavonoides, esteroides, y polifenoles (Picking etal., 2013). Atendiendo estas
consideraciones, el tamizaje fitoquimico de los extractos de Hyptis verticillata Jacq.
permitié la identificacion de 7 grupos de metabolitos secundarios presentes tanto en los
extractos acuosos (Tabla 5) como en los extractos hidroalcohdlicos (Tabla 6).
Destacando la presencia de: cumarinas, glicésidos cardiotonicos, saponinas y taninos,
grupos que no han sido determinados dentro del perfil fitoquimico de Hyptis verticillata
Jacq. Asimismo, se corrobor6 la presencia de: alcaloides, esteroides y polifenoles;
identificados en otras investigaciones. Por lo que el presente estudio puede contribuir a
una mayor caracterizacion del perfil fitoquimico de Hyptis verticillata Jacq.

Dentro de este marco, se evalud el potencial antioxidante de los extractos de Hyptis
verticillata Jacq. mediante la medicion de marcadores de estrés oxidativo (nitritos,
actividad de catalasa y peroxidacion lipidica) en grupos de ratones hembra de la cepa CD-
1.

El estrés oxidativo contribuye al desarrollo del cancer. Se ha determinado que
concentraciones elevadas de especies reactivas pueden llegar a inducir apoptosis en las
células malignas, mientras que concentraciones bajas podrian favorecer la progresion
cancerigena al inducir alteraciones epigenéticas y senescencia (Gorrini et al., 2013). En
complemento, durante el desarrollo de céancer, después de la transicion epitelio
mesénquima (EMT), las altas concentraciones de 6xido nitrico (NO) y las bajas
concentraciones de ROS mantienen la homeostasis de las células tumorales.
Posteriormente, estos niveles se invierten después de la transicion mesénquima epitelio
(MET) una vez establecidas las células malignas en el sitio metastasico (Monteiro et al.,
2019). Los nitritos en estrés oxidativo son producto del metabolismo de NO. En la
presente tesis, se determinaron valores menores de concentracidbn de nitritos en los
grupos de ratones sometidos al carcinégeno DMBA respecto al grupo control (valores
normales) (Fig. 6) lo que puede ser explicado por los procesos anteriormente descritos.
De este modo, se sugiere una condicion de estrés oxidativo presente en los grupos de
ratones DMBA.

En plasma sanguineo, la concentracion de nitritos en los grupos de ratones sometidos al
agente carcinogénico DMBA vy tratados con los extractos de Hyptis verticillata Jacq. (raiz
acuoso, hoja acuoso, planta completa hidroalcohdlico) no presenté diferencias
significativas respecto al grupo control DMBA, sin embargo, los extractos acuosos de hoja
y raiz, y el extracto hidroalcohélico de planta completa aumentaron la concentracién de
nitritos en esta condicion (Fig. 6), también, raiz acuoso en homogenado de higado (Fig.
7). Se ha descrito que algunos de los grupos de metabolitos secundarios previamente
determinados y cuantificados en los extractos (Tabla 7) podrian intervenir en esta
regulaciéon de nitritos. De hecho, las concentraciones de alcaloides presentes en los
tratamientos (extractos) (Hoja Acuoso - 0.58 mg/mL, Raiz Acuoso - 0.71 mg/mL, Planta
Completa Hidroalcohdlico - 0.97 mg/mL), podrian modular esta respuesta. Por ejemplo, un
farmaco obtenido de la rama de morera a base de polihidroxialcaloides regula el estrés
nitrosativo en ratas diabéticas (Li etal, 2023). Ademas, diversos estudios han
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documentado el potencial regulatorio sobre el estrés oxidativo de glicésidos cardioténicos
(Hoja Acuoso - 0.17 mg/mL, Raiz Acuoso - 0.008 mg/mL, Planta Completa
Hidroalcohdlico - 0.007 mg/mL) en otros tipos de cancer, como en el cancer de prostata a
través de la administracion de ouabaina en células PC-3 induciendo una produccion
sostenida de ROS y apoptosis (Huang et al., 2004), y también, en cancer de higado por
medio de lanatosido C que induce estrés oxidativo alterando las vias ERK y Akt y una
consecuente estimulacion de la apoptosis (Durmaz etal., 2016). También, se ha
demostrado la regulacion de estrés oxidativo de polifenoles (Hoja Acuoso - 0.001 mg/mL,
Raiz Acuoso - 0.008 mg/mL, Planta Completa Hidroalcohdlico - 0.008 mg/mL) en una
amplia gama de canceres, incluyendo el cancer de mama. La biochanina A, un
isoflavonoide purificado del trébol rojo (Trifolium pratense) mostré actividad preventiva
contra el cAncer de mama aumentando los niveles de actividad enzimética de SOD, CAT,
GPx, GST y DT-diaforasa (DTD), y con una reduccion en la actividad de la lactato
deshidrogenasa (LDH) y peroxidaciéon lipidica (LPO) en ratas prepuberes con una
exposicién a agentes cancerigenos mamarios (Mishra et al., 2008). Asimismo, los taninos
(Hoja Acuoso - 0.036 mg/mL, Raiz Acuoso - 0.025 mg/mL, Planta Completa
Hidroalcohdlico - 0.043 mg/mL) como el acido tanico presentan actividad anticancerigena
en cancer de piel de raton, a través de la reduccién del estrés oxidativo, proteina COX-2,
iINOS, PCNA (antigeno nuclear de células proliferantes) y citocinas proinflamatorias como
IL-6 (Majed et al., 2015). Por ultimo, las saponinas triterpenoides (Hoja Acuoso - 6.145
mg/mL, Raiz Acuoso — 12.656 mg/mL, Planta Completa Hidroalcohdlico - 5.260 mg/mL)
de Ardisia gigantifolia causan la muerte celular en células de cancer de mama triple
negativo al aumentar la generacion de especies reactivas de oxigeno, activar ERK y AKT
e inducir la apoptosis a través de la via intrinseca (Mu et al., 2020). En general, puede
sugerirse un papel prooxidante de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
dado que aumentan los valores de especies reactivas en esta condicién, sin embargo,
como se menciond, algunos metabolitos también presentan capacidades antioxidantes
gue pueden contribuir a evitar el desarrollo de la malignidad celular, por lo que resulta
importante realizar estudios adicionales que complementen dicha informacién.

En lo que respecta a la actividad de catalasa, esta aumento en los organismos bajo la
administracion del agente carcinogénico respecto al grupo control (valores normales) (Fig.
8) (Fig. 9), ya que degrada O, y descompone H»0O;, disminuyendo asi las elevadas
cantidades de ROS tras la induccién cancerigena. Como respuesta adaptativa, la
actividad de catalasa disminuye al regularizarse ROS. Se ha establecido, que las células
malignas sobreviven al estallido oxidativo regulando positivamente el sistema de defensa
antioxidante (Sznarkowska et al., 2016), lo que podria sugerir una mayor actividad de la
enzima catalasa en los organismos bajo proceso carcinogénico mamario.

En plasma sanguineo, en condiciones carcinogénicas, el extracto de planta completa
hidroalcohélico mostré una disminucién significativa en los valores de la actividad de
catalasa respecto al grupo control DMBA, también el extracto de raiz acuoso disminuy6 la
actividad enzimética en esta condicion (Fig. 8). En homogenado de higado, en
condiciones carcinogénicas, los extractos de planta completa hidroalcohdlico y raiz
acuoso disminuyeron la actividad de catalasa respecto al grupo DMBA (Fig. 9). Se ha
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reportado que el bloqueo de los sistemas de defensa antioxidante de las células
cancerosas aumenta el dafo oxidativo inducido por ROS, lo que provoca la muerte de las
células cancerosas mediante apoptosis (Sznarkowska et al., 2016). Asi, se ha demostrado
que el Farnesiferol C un tipo de cumarina sesquiterpénica (Planta Completa
Hidroalcohdlico - 0.002 mg/mL, Raiz Acuoso — 0.001 mg/mL) presenta actividad inhibitoria
sobre catalasa hepética bovina mediante inhibicion de tipo mixto (Yekta et al., 2018).
También, los flavonoides un tipo de polifenoles (Planta Completa Hidroalcohdlico - 0.008
mg/mL, Raiz Acuoso — 0.008 mg/mL), tienen efecto inhibidor sobre catalasa, siendo la
estructura de los flavonoles mas favorable en cuanto a afinidad de unién a catalasa y
propiedades inhibidoras (Majumder et al., 2017). Por lo tanto, los grupos de metabolitos
secundarios presentes en los extractos de planta hidroalcohdlico y raiz acuosos podrian
intervenir en la respuesta inhibitoria de catalasa en ratones con induccién cancerigena
mamaria segun lo anteriormente descrito.

Finalmente, se evalud la concentracion de malondialdehido (MDA) en los grupos de
ratones. La lipoperoxidacion implica la conversién de éacidos grasos poliinsaturados a
perdxidos de lipidos o MDA como producto principal (Mylonas & Kouretas, 1999). En
condiciones de carcinogénesis, el extracto de planta completa hidroalcohélico aumento la
concentracion de MDA de manera significativa respecto al grupo DMBA, en plasma
sanguineo (Fig. 10). Esta respuesta proporciona un efecto prooxidante, otorgado
posiblemente por la produccion sostenida de ROS por metabolitos como glicésidos
cardioténicos (Planta Completa Hidroalcohdlico — 0.007 mg/mL) (Huang et al., 2004) y
saponinas (Planta Completa Hidroalcohdlico - 5.260 mg/mL) (Mu etal., 2020).
Contrariamente, el extracto acuoso de hoja, y el extracto hidroalcohdlico de planta
completa disminuyeron de forma significativa la concentracion de MDA en los organismos
con induccién de cancer en comparacion con el grupo DMBA, en homogenado de higado
(Fig. 11). Se ha descrito que, taninos (Hoja acuoso - 0.036 mg/mL, Planta Completa
Hidroalcohdlico — 0.043 mg/mL) como el 4cido tanico, atentan la formacion de MDA, lo
gue sugiere un fuerte potencial antioxidante (Hong et al., 1995). Asimismo, las saponinas
(Hoja Acuoso - 6.145 mg/mL, Planta Completa Hidroalcohdlico - 5.260 mg/mL) de los
frutos de Solanum anguivi (SAS) redujeron significativamente el nivel de malondialdehido
sérico y hepatico en ratas normales (Elekofehinti et al., 2012). En este sentido, Hyptis
verticillata Jacq. al ser una fuente de metabolitos secundarios con potencial uso como
agentes antioxidantes puede ayudar a prevenir y retardar el dafio oxidativo y, por lo tanto,
enfermedades consecuentes. No obstante, en condiciones cancerigenas, el tratamiento
de planta completa hidroalcohdlico de Hyptis verticillata Jacq. parece ejercer una
respuesta prooxidante mas completa al aumentar los valores de nitritos, inhibir la actividad
de catalasa y aumentar la concentracién de MDA en las muestras de plasma sanguineo.
Esta respuesta podria favorecer efectos anticancerigenos como la activaciéon de vias
apoptdticas. Las afirmaciones anteriores reflejan la importancia que representan estos
grupos fitoquimicos en un prometedor papel terapéutico contra diversas enfermedades.
De manera que, es fundamental la realizacion de estudios complementarios enfocados en
la caracterizacion y aislamiento de compuestos fitoquimicos de Hyptis verticillata Jacq.
gue permitan brindar un panorama mayor del papel de Hyptis verticillata Jacq. en cancer
de mama. Asi, Hyptis verticillata Jacqg. puede considerarse una especie con capacidad de
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modular el estrés oxidativo presente en ratones hembras CD-1 con induccion cancerigena
mamaria.

La presente tesis permite tener un antecedente de como los metabolitos secundarios
presentes en los extractos de Hyptis verticillata Jacq. actian en la regulacion de estrés
oxidativo en ratones de la cepa CD-1 con induccion de cancer de mama.

El conocimiento cientifico de Hyptis verticillata Jacq. puede proporcionar ayuda al
desarrollo de las preparaciones medicinales locales, respecto a eficacia, seguridad, y uso
sustentable de la especie, por lo que la variabilidad geografica y medioambiental y su
impacto en los niveles de fitoquimicos son también areas de investigacion.
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Conclusiones

Hyptis verticillata Jacq. es una especie de uso medicinal dentro de la region de
Limén Chiquito, Veracruz, México.

Se identificacion 7 grupos de metabolitos secundarios presentes en Hyptis
verticillata Jacq.: alcaloides, esteroides y polifenoles, identificados en otras
investigaciones, y cumarinas, glicosidos cardioténicos, saponinas y taninos,
grupos no determinados dentro del perfil fitoquimico en extractos acuosos e
hidroalcohdlicos.

Las saponinas son el grupo de metabolitos secundarios con la concentracion mas
elevada determinada, tanto en extractos acuosos como hidroalcohdlicos de Hyptis
verticillata Jacq.

El tratamiento de planta completa hidroalcohélico de Hyptis verticillata Jacq.
sugiere una respuesta prooxidante al aumentar los valores de nitritos, inhibir la
actividad de catalasa y aumentar las cantidades de MDA presentes en las
muestras de plasma sanguineo de ratones con induccién de cancer de mama.
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