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RESUMEN

El cancer de mama es uno de los tipos de cancer mas frecuentes en mujeres oaxaquefias, el
tratamiento de esta enfermedad suele ser costoso, incluso inaccesible en algunas ocasiones,
por lo que las mujeres recurren a alternativas como el uso de plantas medicinales. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la actividad citotoxica de extractos obtenidos de plantas
medicinales del estado de Oaxaca. Para ello, se seleccionaron a partir de la informacion
proporcionada por médicos tradicionales y la revision bibliogréafica, cuatro especies vegetales
(Agave potatorum, Rhamnus purshiana, Selaginella lepidophylla y Gomphrena globosa). El
material vegetal seco se utiliz6 para preparar cuatro extractos de diferente polaridad por
especie, estos se probaron en nauplios de Artemia salina y células de cancer de mama (MCF-
7) administrandose a diferentes concentraciones por triplicado. Después de 48h se realizo el
conteo de los nauplios muertos y se determind la DLso. La tincién de las células con
Sulforodamina B se efectu6 transcurridas 72 h de la administracion del extracto y se realizo
la lectura de las absorbancias a 490 nm para determinar la Clsg. Posteriormente se evaluo la
actividad antioxidante, se cuantificaron los compuestos fendlicos y flavonoides, y se
determinaron los posibles grupos de metabolitos presentes por cromatografia en capa fina 'y
analisis fitoquimico preliminar. Los resultados del ensayo en A. salina muestran que los
extractos metanolicos de A. potatorum y S. lepidophylla poseen toxicidad (DLso de
33.5+0.178 y 62+0.228 ug/ml, respectivamente), mientras que el extracto acuoso de R.
purshiana puede considerarse ligeramente toxico (DLso = 920.6+0.212 pg/ml). Los extractos
de acetato de etilo de A. potatorum y G. globosa demostraron actividad citotoxica en la linea
celular de cancer de mama (MCF-7) con valores de Clso de 1.086+£0.016 y 0.118+0.014
pg/ml, respectivamente. Estos extractos poseen actividad antioxidante, una concentracion
elevada de compuestos fenolicos y baja de flavonoides. El estudio por cromatografia en capa
fina solo mostro la presencia de saponinas en ambas especies, el andlisis fitoquimico
preliminar revel6 la presencia de fiotesteroles y grasas para el extracto de acetato de etilo de
A. potatorum, mientras que en el extracto de G. globosa se observaron fitoesteroles, aceites
y compuestos fendlicos. Los resultados de este estudio demuestran que las plantas utilizadas
en medicina tradicional para el tratamiento del cancer como A. potatorum y G. globosa,

pueden ser una fuente de compuestos con actividad citotdxica.
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1. INTRODUCCION

El cancer comprende un grupo de enfermedades no transmisibles capaces de aparecer en
cualquier parte del cuerpo, tienen en comun el desarrollo de células anormales que se dividen
y crecen sin control (Endrini & Suherman, 2015; OMS, 2016). Las células sanas pueden
convertirse en células cancerigenas a través de seis alteraciones: sefiales de crecimiento muy
activas, evasion de la apoptosis, pérdida de la capacidad de respuesta a las sefiales de
anticrecimiento, liberacion de sustancias al medio para la vascularizacion de tejidos,
crecimiento replicativo ilimitado e invasion de tejidos y érganos (Schlaepfer & Mendoza,
2010). Las células cancerigenas han generado mas de 100 tipos de cancer, los mas comunes
son: colorrectal, higado, ovario, prostata, pulmén, rifién, linfoma no Hodgkin, oral,
orofaringeo y mama (ASCO, 2014).

El cancer de mama inicia como una enfermedad localizada en los ductos o 16bulos del seno,
puede ser invasivo o no invasivo dependiendo de la etapa de desarrollo en la que se encuentre.
El cancer de mama es considerado de baja incidencia en el estado de Oaxaca, sin embargo,
ocupa el cuarto lugar entre los tipos de cancer causantes de defunciones en mujeres. Es por
ello que se considera de suma importancia el diagnéstico oportuno y el empleo de un

tratamiento adecuado.

Entre los tratamientos mas utilizados para contrarrestar el cancer de mama, se encuentra la
quimioterapia. En este tipo de tratamiento se utilizan medicamentos cuyo precio puede
hacerlos inaccesibles a quienes carecen de recursos monetarios y presentan mayores
desventajas sociales, estos individuos han recurrido a alternativas para tratar el cancer como

las plantas utilizadas en medicina tradicional.

Una de las costumbres de la poblacion oaxaquefia, es el uso de plantas para el tratamiento de
enfermedades como el cancer (ajo, caléndula, Ilantén), sin embargo; la efectividad de muchas
de estas especies carece de sustento cientifico que de validez o demuestre los posibles efectos

de su consumo. Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue determinar si los extractos
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de diferente polaridad, obtenidos a partir de cuatro plantas utilizadas en el estado de Oaxaca
para el tratamiento del cancer, poseen actividad citotdxica sobre A. salina y la linea celular
de cancer de mama MCF-7, ademéas de discernir los grupos de compuestos presentes
(cumarinas, fenoles, flavonoides, taninos, saponinas, entre otros) que podrian estar

relacionados a la actividad del extracto.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer de mama

2.1.1. Definicién y origen

El cancer de mama comprende un grupo heterogéneo de enfermedades donde las células del
tejido mamario se desarrollan de forma anormal, creciendo y dividiéndose sin control (Figura
1), inicia como una enfermedad localizada en los ductos o I6bulos del seno que tiende a
invadir los tejidos que lo rodean, asi como 6rganos distantes (American Cancer Society,
2016; IMSS, 2017; International Agency for Research on Cancer, 2014).

Figura 1: Tumor desarrollado en seno (American Cancer Society, 2009).

Existe la hipdtesis de que las células epiteliales de la glandula mamaria pueden sufrir en un
momento determinado un proceso irreversible de transformacion celular, ya sea genético o
funcional, convirtiendo las células sanas en cancerigenas. Esta transformacion se puede

producir en la division celular y transferirse durante la reproduccion de las células,
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incrementado el nimero de células malignas y posibilitando la formacion de tumores (Torres
& Angeles, 2009). El origen del cancer de mama se ha relacionado a diversos factores, entre
los que se encuentran: alcoholismo, antecedente de cdncer de mama en parientes cercanos,
densidad mamaria, edad tardia para el primer embarazo y menopausia, envejecimiento,
exposicion a radiaciones ionizantes durante el desarrollo o crecimiento, habitos alimenticios
en los que se incluyen un bajo consumo de fibra, consumo excesivo de carbohidratos, grasas
animales y acidos grasos trans; obesidad, sedentarismo, tabaquismo, terapia hormonal por
periodos largos, no tener hijos, portar los genes BRCA1 o BRCAZ2 y vida menstrual temprana
o tardia (Céardenas et al., 2013; Porter, 2009). Un porcentaje bajo del total de los casos de
cancer de mama se debe a factores genéticos, mientras que el 21% de todas las muertes por
este tipo de cancer en el mundo se atribuyen al consumo de alcohol, falta de actividad fisica,
sobrepeso y obesidad (OMS, 2015).

2.1.2 Etapas

El cancer de mama se desarrolla en una serie de etapas que llevan a la célula cancerigena a

multiplicarse, formar tumores y propagarse en otras partes del cuerpo (NCI, 2012):

e Etapas iniciales
0. Las células cancerigenas estan en el revestimiento del ducto en el seno, no han
invadido tejido mamario cercano o se han propagado fuera del ducto.
I. EI tumor mamario no mide mas de 2 centimetros y las células cancerigenas pueden
0 no encontrarse en los ganglios linfaticos.

e Etapa intermedia
Il. El tumor mide de 2 a 5 centimetros y puede o no propagarse a los ganglios
linfaticos.

e Etapas avanzadas
[11. El tumor mamario no es mayor a 5 centimetros, afecta a los ganglios linfaticos
axilares, pared toracica y/o piel.
IV. El tumor mamario puede ser de cualquier tamafio y las células cancerigenas se

propagan a otras partes del cuerpo como los pulmones, higado, huesos o cerebro.
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2.1.3. Clasificacion y tipos

El cancer de mama puede clasificarse en: invasivo (las células cancerigenas se propagan a
otros tejidos y Organos, si es detectado a tiempo puede ser removido, pero puede volverse a
presentar) y no invasivo (no se propaga mas alla de donde se origina, puede ser removido y
usualmente no crece de nuevo). Existen diferentes tipos de cancer de mama (Tabla 1), entre
estos los mas comunes son el carcinoma ductal y el carcinoma lobular (NCI, 2012).

Tabla 1: Tipos de cancer de mama (American Cancer Society, 2016).

Tipo Descripcion

) Céncer no invasivo, inicia en células que se encuentran dentro
Carcinoma ductal
de los ductos del seno.

) Cancer invasivo, comienza en células de los I6bulos del seno y
Carcinoma lobular )
se extiende a otras partes del cuerpo.

Este tipo de cancer hace que la piel se sienta caliente, gruesa y
Céancer inflamatorio )

se vea roja; comprende del 1 al 3% de todos los casos cancer de
de seno

mama.

Enfermedad de Paget Este tipo de cancer es muy atipico. Inicia en los ductos del seno,

del pezoén se propaga a la piel del pezon y luego a la areola.

El tumor mamario se desarrolla en el tejido conectivo del seno.
Tumor filoides Estos tumores son atipicos, la mayoria de las veces son

benignos.

Este atipico tipo de cancer comienza en células que se

) encuentran en vasos linfaticos o sanguineos, cuando aparece en
Angiosarcoma ) ) .

el seno usualmente se debe a tratamientos previos de 5 a 10 afios

de radiacion.
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2.1.4. Incidencia en el estado de Oaxaca

Mexico es uno de los paises donde el cancer de mama se ha convertido en un problema
creciente de salud publica, esto se debe a que cada afio se detectan alrededor de 14, 000 casos
nuevos (Narod, 2009). En el estado de Oaxaca, el cancer de mama se considera un tipo de
cancer de baja incidencia; sin embargo, ocupa el cuarto lugar entre los tipos de céncer
causantes de defunciones en mujeres (Figura 2) (Garcia et al., 2011, INEGI 2005). Es por
ello que el diagnostico temprano y el uso de tratamientos adecuados desempefian un papel

importante para contrarrestar esta enfermedad.

1. Cancer
cervicouterino

2.Cancer de
estomago

_—> 3.Céncer de

higado

_—> 4.Cancer
de mama

_—> 5.Céancer de
colon

Figura 2: Tipos de cancer de mayor frecuencia en mujeres de Oaxaca (Gomez et al., 2016).
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2.1.5. Tratamientos

Los pacientes con cancer de mama requieren de maltiples cuidados, hospitales que cuenten
con los equipos necesarios y un tratamiento adecuado (National Cancer Control Programme,
2015). En la actualidad existen diferentes tratamientos para el cancer de mama (Figura 3), la
seleccion de cada uno de estos y su uso, ya sea solo 0 en combinacion con otro, depende de
diversos factores: el tipo y etapa del cancer, la edad, etapa hormonal y obesidad del paciente;
la histologia del tumor, las pruebas multigenes, caracteristicas patoldgicas y clinicas del
tumor, y la presencia o ausencia de enfermedad metastasica detectable (NCCN, 2015). El
precio aproximado del tratamiento por afio varia de acuerdo a la etapa del cancer de mama:
$74,522.%0-$102,042.% (etapa inicial), $154,018.%° (etapa intermedia) y $199, 274.% (etapa
avanzada), en promedio (Knaul et al., 2009). La mayoria de estos tratamientos incluyen

quimioterapia en combinacién con otra técnica (WHO, 2010).

Tumorectomia

y

Cirugia

‘
J

Mastectomia

Radioterapia

Tratamiento

Hormonoterapia

Quimioterapia

\. J

Figura 3: Tratamientos utilizados para cancer de mama (NCCN,2015).
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2.1.6. Quimioterapia

La quimioterapia consiste en el uso de farmacos que destruyen las células a través de

diferentes mecanismos (Tabla 2). Los farmacos que se fijan a la tubulina, agentes alquilantes

y los antibidticos; son algunos de los mas utilizados para el tratamiento del cancer de mama

(Breastcancer, 2015).

Tabla 2: Tipos de farmacos utilizados en el tratamiento del cancer (Rodilla, 2016).

Tipo

Ejemplos

Farmacos antimetabolitos

Farmacos que se fijan a la

tubulina
Inhibidores de topoisomerasas

Agentes alquilantes

Cis-platino

Antibiéticos

L-Asparaginasa

Hormonas

Modificadores de la respuesta

biologica

Anélogos del &cido folico

Analogos de las bases pirimidinicas

Alcaloides de la vinca, Taxanos

Irinotecén, Eltopotecan, Etopdsido
Mostazas nitrogenadas, Nitrosoureas

Actla preferentemente sobre las bases del
ADN

Antraciclinas, Bleomicinas

Enzima que hidroliza la asparagina en acido

aspartico y amoniaco

Antiestrogenos, Antiandrdgenos

Citocinas, Interferones
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A pesar de ser el tratamiento mas empleado y contar con farmacos utilizados contra el cancer
de mama, la quimioterapia presenta ciertas desventajas, entre las que se encuentran: un alto
costo y uso de medicamentos no especificos. Es por ello que continda la busqueda de nuevas
fuentes de metabolitos con actividad anticancerigena, que puedan utilizarse en la formulacion

de farmacos para el tratamiento del cancer de mama.

2.2 Medicina tradicional, alternativa para el tratamiento del cdncer

El cancer de mama aparece en mujeres de cualquier nivel social, econémico y étnico; sin
embargo, quienes carecen de recursos monetarios y presentan mayores desventajas sociales,
suelen ser los méas vulnerables e incapaces de seguir un tratamiento debido al alto costo de
estos, es por ello que deben recurrir a alternativas como la medicina tradicional (Lozano et
al., 2009; Nigenda et al., 2009). En la actualidad, mas del 80% de la poblacion de paises en
desarrollo y subdesarrollados depende de la medicina tradicional para cubrir el déficit de
atencion médica y medicamentos (loanis et al., 2015). Uno de los recursos méas empleados
en medicina tradicional son las plantas. Existen reportes del uso de estas en la época
precolombina, desde ese tiempo a la actualidad, el nimero de especies vegetales que se
utilizan para el tratamiento de enfermedades ha incrementado. Las plantas medicinales
poseen sustancias 0 principios activos que pueden servir como precursores de nuevos
farmacos. Estas plantas estan realizando un aporte importante en el enriquecimiento de la
medicina convencional, siendo Utiles para tratar diversas enfermedades como el cancer
(Vides & Alvarez, 2013).

Las plantas medicinales se han utilizado para la prevencion, tratamiento del cancer y para
contrarrestar los efectos secundarios ocasionados por las terapias convencionales en
diferentes partes del mundo (Hanks, 2000; Agrawal & Pandey, 2013). Estas plantas han
presentado actividad inmunomoduladora (estimulan la inmunidad innata y protegen la
médula d6sea contra el efecto de la quimioterapia mielosupresora) y quimiopreventiva

(inducen la apoptosis y son capaces de inhibir o retardar la tumorigénesis a partir de distintos
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mecanismos como: inhibicidn de la sintesis de ADN y ARN, inhibicion de la topoisomerasa

Il o inhibicién de las reacciones en cadena de los radicales libres) (Safarzadeh et al., 2014).

Las plantas se administran en personas con cancer con el fin de cumplir algunos de los

siguientes objetivos (Lam, 2003):

e La prevencion primaria del cancer (Antes de la aparicion del cancer)

e La prevencion secundaria del cancer (Después de eliminar el cancer para evitar la
reaparicion de este)

e Reducir los efectos secundarios que dan como resultado las terapias convencionales
(quimioterapia o radioterapia)

e Mejorar el sistema inmune

e Servir como tratamiento complementario a enfermos terminales

Hoy en dia se cuenta con datos de mas de 3000 plantas que poseen propiedades contra el
cancer, dicha informacion se ha utilizado para la basqueda e identificacion de metabolitos

con actividad anticancerigena y/o citotoxica (Balachandran & Govindarajan, 2005).

2.2.1. Metabolitos presentes en plantas con actividad anticancerigena y citotoxica

Existe una amplia variedad de metabolitos que poseen actividad anticancerigena y citotoxica,
por ejemplo: fenoles, flavonoides, alcaloides, entre otros (Figura 4). La distribucion y
concentracion de los metabolitos en las plantas varia de acuerdo a su metabolismo y al sitio
en el que estas se encuentran. A demas de la actividad contra el cancer algunos metabolitos
pueden presentar actividad antiinflamatoria, antioxidante, entre otras (Safarzadeh et al.,
2014).

Pagina | 10



{ Naftoquinonas |- Plumbagina |

| Antroquinonas |

—

Alcaloides | Camptotecina |

Fenoles |

Saponinas |

Acetogeninas |- Annonacina A |
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Figura 4: Metabolitos con actividad anticancerigena y/o citotdxica (Bhanot et al., 2011).

2.2.1.1. Antioxidantes, metabolitos presentes en plantas medicinales y su

actividad contra el cancer.

El dafio oxidativo de las células causado por los radicales libres, en particular el dafio al
ADN, puede llevar al desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas como el céncer.
Existen evidencias de que el estrés oxidativo participa en algunos tipos de carcinogénesis,
causando al menos 100 diferentes tipos de lesiones oxidativas en el ADN (Garcia et al.,
2013). La carcinogénesis es un proceso complejo que consta de tres etapas principales:
iniciacion, promocion y progresion. Las especies reactivas de oxigeno “ROS” pueden
intervenir en las tres etapas incrementado el dafio de la célula y acelerando la formacién de
tumores. Las células que conforman estos tumores sufren cambios metabélicos como el
aumento en la produccion de perdxido de hidrogeno y una disminucion significativa de

sistemas antioxidantes (Fuchs, 2013; Zorrilla et al., 2004).
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Los antioxidantes son considerados uno de los grupos de compuestos de gran importancia
para el tratamiento del cancer presentes en las plantas, esto se debe al papel que desempefian
como agentes anticancerigenos. Han mostrado potencial para suprimir y reducir el desarrollo
del cancer mediante la neutralizacion de los radicales libres, impidiendo que estos dafien el
ADN de células sanas y que el proceso de carcinogénesis continde en algunos casos (Bennett
et al., 2012). Algunos antioxidantes obtenidos de plantas se utilizan para el tratamiento del
cancer, entre los que se encuentran: vitamina C, B17 y E; resveratrol, betacaroteno, acido a-
lipoico, licopeno, carotenoides, luteolina, acido rosmarinico y algunos compuestos fenélicos
(Kris-Etherton et al., 2002; Venket & Agarwal, 2000; Yalko et al., 2006). La presencia de
metabolitos con actividad antioxidante y anticancerigena se ha corroborado actualmente en
una gran cantidad de plantas medicinales (Mufioz & Gutiérrez, 2008).

2.2.2. Metabolitos de plantas medicinales, mecanismo de accién y presencia en la

industria farmacéutica.

Los metabolitos aislados de plantas medicinales actian a través de diferentes mecanismos:
desordenando las sefiales en las vias de transduccion celular, alterando el ciclo celular,
induciendo la accion antioxidante, estimulando mecanismos de reparacién del ADN,
interfiriendo en los microtibulos e inhibiendo las topoisomerasas (Alam et al., 2013;
Safarzadeh et al., 2014).

En la actualidad, es posible encontrar estos metabolitos bajo un nombre comercial, algunos
de los mas utilizados para el tratamiento del cancer de mama son: Vinorelbina, Paclitaxel,
Topotecan y Camptotecina (Tabla 3) (Breastcancer, 2015). Sin embargo, la mayor parte de
los compuestos activos en los extractos de las plantas medicinales que se han estudiado
permanecen aun sin identificar, su presencia se ha logrado detectar mediante pruebas

bioldgicas (Pehlivan et al., 2012).
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Tabla 3: Metabolitos aislados de plantas en el mercado (Schlaepfer & Mendoza, 2010).

Metabolitos Mecanismo de accion Fuente Natural

Alcaloides de la vinca:

Tipo A: Vinblastina, Son especificos del ciclo celular, Vincapervinca de
Vincristina y bloquean las células que se Madagascar
Vindesina. encuentran en mitosis.

(Catharanthus roseaus)
Tipo B: Vinorelbina

Se ligan a la subunidad B de la .
Taxanos: Paclitaxel y s , Corteza del tejo
tubulina, blogueando las células

Docetaxel _—
gue se encuentran en mitosis. (Taxus brevifolia)

Se ligan a la tubulina pero
Epipodofilotoxinas: ejercen su accion citoxica a Raiz de mandragora
Tenopdsido y Etoposido  través de inhibicion de la (Podophyllum peltatum)

topoisomerasa Il.

Camptotecinas: inhiben 12 funcién de |
nhiben la funcion de las A -
Camptotecina, Arbol chino

topoisomerasas | y I1. i
Topotecan y Rinotecan (Camptoteca acuminata)

2.2.3. Estudios en plantas utilizadas en medicina tradicional para el tratamiento del

cancer mama

Los extractos obtenidos de plantas utilizadas en diferentes partes del mundo para el
tratamiento del cancer de mama se han evaluado mediante estudios in vitro (Tabla 4), los
resultados obtenidos han demostrado que estos extractos presentan actividad citotdxica y
antioxidante (Nassr-Allah et al., 2009).
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Tabla 4: Estudios de citotoxicidad en plantas utilizadas en medicina tradicional

. Cl Actividad
) Uso Linea 50
Especie o Extracto Antioxidante  Referencia
medicinal celular -
(hg/mi) (C|50 ug/ml)
Artocarpus Metanolico Arung et
o Purgante T-47D 6.19 140.54
altillis (corteza) al., 2009
Trichillia Antitumoral Acuoso Hérnandez
_ - _ T-A7D 30  —memmmmeeeeee
hirta L. Antillceras (hojas) etal., 2012
Avalos,
Azadirachta  Ictericia Etandlico 2014;
oo MCF-7 220 80
indica Antitlceras (fruto) Nahak &
Sahu, 2010.
Supuracion .
Annona Etanolico Sumithra,
de tumores MCF-7 6.87 -
squamosa _ (flores) 2014.
malignos
Castilleja  Inflamacion - Moreno et
) Metanolico MCF-7  9.53 1259
tenuiflora Fertilidad al., 2011.
Bacopa _ Hexanico Moreno et
o Alergias MCF-7  >20 789
monnieri Metanolico al., 2011.
Petiveria Abortivo AcCu0so 234 Pérez etal.,
. MCF-7 254.54
alliacea Anticancer  Butandlico 6.6 2006.
Theobroma . Metandlico Baharum et
Inflamacion ) MCF-7 414 433.3
cacao (hojas) al., 2014.
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El calculo de la concentracion inhibitoria 50 (Clso) en los estudios mencionados en la tabla
4, permitié determinar si extractos de plantas utilizadas en el tratamiento de diversas
enfermedades poseen actividad citotoxica en lineas celulares de cancer de mama (T-47D y
MCEF-7), considerando como extracto con actividad a aquel que presenta un valor de Clso
menor o igual a 20 pg/ml de acuerdo a los criterios establecidos por el Instituto Nacional del
Cancer de Estados Unidos. Los resultados obtenidos en estos estudios sitian a las plantas
medicinales como una fuente viable para la obtencién de metabolitos con actividad

citotoxica, estos metabolitos podrian ser Utiles en el tratamiento del cancer de mama.

2.2.4. Plantas utilizadas en medicina tradicional mexicana para el tratamiento del

cancer y sus sintomas

México cuenta con una gran riqueza vegetal, posee mas de 30,000 especies de plantas
vasculares cuyo uso principal es medicinal y de alimento (Gheno, 2010). Se calcula que la
flora mexicana contiene entre 3000 y 5000 plantas con potencial terapéutico, de las cuales
solo se ha estudiado y caracterizado el principio activo de un 5% (Esquivel et al., 2012). Mas
del 90% de la poblacion mexicana hace uso de plantas medicinales para el tratamiento
empirico de varias enfermedades, entre estas el cancer (Alonso et al., 2011). Existen
registros de mas de 300 especies de plantas utilizadas en México para el tratamiento del
cancer, de las cuales 119 especies son utilizadas de forma empirica y solo 181 se han
analizado de forma experimental (Alonso et al., 2011). Uno de estos estudios lo realizaron
Vega et al. en el 2009, ellos determinaron la actividad citotoxica de cuatro plantas
medicinales nativas de México (Ibervillea sonorae, Cucurbita ficifolia, Tagetes lucida y
Justicia spicigera) utilizadas en el tratamiento de diferentes enfermedades, los extractos de
estas especies se evaluaron mediante el ensayo de la Sulforodamina B en dos lineas celulares:
cancer de mama (T-47D) y cancer cervico-uterino (HeLa). El extracto etandlico de J.
spicigera mostré el mejor efecto citotoxico, validando el uso popular que posee en el
tratamiento de cancer. Resultados similares a estos han permitido a los investigadores
justificar la necesidad de incrementar el niUmero de estudios in vitro e in vivo de plantas

mexicanas (Estanislao et al., 2016).
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2.2.4.1. Plantas medicinales de Oaxaca para el tratamiento del cancer

Oaxaca cuenta con una amplia variedad de plantas que son utilizadas en medicina tradicional
para el tratamiento del cancer, algunas de estas cuentan con estudios que demuestran su
actividad como: el ajo, la caléndula y el llantén (Méndez et al., 2009). Sin embargo, existen
plantas que aln carecen o cuentan con pocos estudios, por ejemplo: espinazo del diablo,
mirto, cresta de gallo, violeta, pajaro bobo, guaguatén, chamizo del rio, borreguillo
(Cervantes & Valdés, 1990; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
Los censos y estudios botanicos han permitido conocer las plantas medicinales que hay en el
estado, pero no demuestran si estas presentan algun tipo de actividad, para ello es necesario
realizar ensayos de valoracion de citotoxicidad (Mercado, 2013).

2.3. Valoracion de la citotoxicidad

La citotoxicidad comprende las alteraciones causadas en las funciones celulares que dan
lugar a la produccion de un dafio que es capaz de detectarse a través de pruebas in vitro que
permiten predecir efectos toxicos de drogas y compuestos quimicos (Rodeiro et al., 2004).
Estas pruebas in vitro cumplen con caracteristicas como: ser simples, rapidas, eficientes,
econdmicas, reproducibles, sensibles, seguras, efectiva en la medida de la poblacién celular
viable, ademas de no mostrar interferencia con el compuesto a evaluar (Escobar et al., 2010).
Estas pruebas utilizan como modelos experimentales organismos simples, cultivos primarios,
organos aislados y lineas celulares establecidas. El tamizaje de productos de origen natural
con potencial actividad citotoxica se realiza a través de ensayos preliminares utilizando a

Artemia salina y lineas celulares procedentes de tumores humanos (Flores, 2009).

2.3.1. Ensayo preliminar con Artemia salina

Artemia salina es un crustaceo pequefio que habita en agua salada. En su etapa adulta alcanza
un tamafio de aproximadamente 1 cm, sus huevos poseen una cubierta dura e impermeable
ademas de la cubierta normal, dicha caracteristica permite que resistan deshidratacion

extrema y puedan permanecer inactivos durante afios (Castro et al., 2009; Parra et al., 2001).
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A. salina es uno de los biomodelos mas utilizados en los ensayos preliminares de toxicidad,
es facil de cultivar y manipular en el laboratorio, también es sensible a una gran variedad de
toxicos. El ensayo se basa en la posibilidad de causar la muerte de este crustaceo cultivado
en laboratorio en su etapa larvaria (nauplios), es utilizado para evaluar la toxicidad de
extractos de plantas y quimicos, la deteccion de toxinas de hongos y cianobacterias, y
predecir la citotoxicidad de compuestos puros (Dumitrascu, 2011; Fernandez et al., 2009;
Ferraz et al., 2012; Pino & Jorge, 2011). En este ensayo se determina la dosis letal y el tipo
de toxicidad del extracto (aguda, intermedia, nula), sin embargo, los valores obtenidos no
advierten una actividad fisioldgica o bioldgica en particular, solo sirven de orientacion para
estudios mas especificos como los realizados en lineas celulares (Ponce et al., 2007; Sanchez
& Neira, 2005).

2.3.2. Ensayos en lineas celulares

Las lineas celulares son ampliamente utilizadas para realizar pruebas de toxicidad in vitro
debido a que resultan méas econdémicas y faciles de manejar respecto a los cultivos celulares
primarios (Garza, 1990). Las lineas celulares son células de origen animal o humano que se
han adaptado a vivir en cultivo y que poseen capacidad de proliferacion ilimitada (Castro,
2006). Estas lineas en conjunto con un ensayo de citotoxicidad adecuado permiten obtener
resultados replicables y seguros. Existe una amplia variedad de lineas celulares para cada
tipo de cancer, las lineas T-47D y MCF-7 son unas de las mas utilizadas para estudios en

cancer de mama.

2.3.2.1. Linea celular de cancer de mama MCF-7

La linea celular MCF-7 se establecio en 1970 a partir de tejido de cancer de seno derivado
de un sitio metastasico de una mujer de 69 afios. Las células son epiteliales adherentes con
una densidad de siembra de 4x10* células/cm? y duplican su poblacion en aproximadamente
38 h. Esta linea celular es una de las mas utilizadas en ensayos in vitro enfocados al estudio

y tratamiento del cancer de mama, debido a que conserva caracteristicas del epitelio mamario
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diferenciado entre las que se incluyen: la capacidad de acumularse y formar monocapas
(ATCC, 2012; ATCC 2013; ATCC, 2016).

2.3.2.2. Ensayos de citotoxicidad en lineas celulares

En la actualidad, se cuenta con diversos tipos de ensayos in vitro para determinar la actividad
citotoxica de los extractos (Chanda & Nagani, 2013):

e Ensayo de exclusion del colorante azul de tripano.- Es la prueba mas utilizada para
determinar viabilidad celular. Las células viables no toman color mientras que las
células muertas se colorean. Sin embargo, si se mantiene demasiado tiempo las
células vivas pueden tomar color.

e Ensayo de la deshidrogenasa lactica.- Se mide por espectrofotometria en el medio de
cultivo y en los lisados celulares a 340 nm, analizando la reduccion del NADH
durante la transformacion de piruvato a lactato.

e Ensayo MTT.- Se basa en la conversion de la sal amarilla de tetrazolio, a cristales
purpura de formazan por células activas metabdlicamente, proporciona una
determinacion cuantitativa de las células viables.

e Ensayo XTT.- Este ensayo es usado para medir la respuesta de proliferacion. Es
especialmente Gtil en la cuantificacion de células viables. Esta designado para la
cuantificacion espectrofotométrica de crecimiento y viabilidad celular.

e Ensayo de Sulforodamina B (SRB).- Es un colorante rosa brillante aniénico que se
une electrostaticamente a proteinas aniénicas de las células cancerosas que han sido
previamente precipitadas con &cido tricloroacético (Pérez, 2006). La unién se da en
la base de los aminoacidos en condiciones acidas leves y se disocia bajo condiciones

bésicas.
Los ensayos presentan diferentes ventajas y desventajas (tabla 5), sin embargo, el ensayo de

la Sulforodamina B destaca debido a que no da resultados negativos falsos.
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Tabla 5: Ventajas y desventajas de ensayos de citotoxicidad (Arencibia et al., 2003; Flores,

2009).

Ensayo

Ventajas

Desventajas

Captacion del rojo
neutro (NR)

Enlazamiento al azul de
kenacid (KB)

Reduccion del MTT

XTT

Sulforodamina B (SRB)

Simple, preciso y altamente

reproducible.

Detecta compuestos capaces de
inhibir tasa de crecimiento

celular.

Mayor facilidad y
reproducibilidad respecto a KB
y NR.

Producto soluble en agua,

facilita realizar el ensayo.

No arroja falsos negativos

Falsos positivos debido a
detergentes y precipitacion
del NR.

Distribucion irregular de las

células afecta el resultado.

No determina efecto

citotoxico o citostatico.

Falsos positivos, sensible a

la formacion de superoxido.

TCA que se afiade puede
separar las células.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cAncer de mama ocupa el cuarto lugar en el estado de Oaxaca entre los tipos de cancer que
causan la muerte en mujeres, es por ello que se considera un problema de importancia para
el sector salud. El precio de los tratamientos para contrarrestar esta enfermedad es elevado,
limitando la posibilidad de acceder a estos a la poblacion méas vulnerable que debe valerse de
alternativas como la medicina tradicional, utilizando productos elaborados de plantas para la
prevencion, tratamiento del cancer y para contrarrestar los efectos secundarios ocasionados
por las terapias convencionales. En Oaxaca se han realizado estudios y censos para conocer
la variedad de plantas medicinales que se encuentran en el estado y se utilizan para el
tratamiento de diferentes tipos de cAncer como el de mama, sin embargo, en gran nimero de

estos estudios no queda demostrada realmente la actividad bioldgica de estas plantas.

El conocimiento de médicos tradicionales oaxaquefios acerca de las especies que se utilizan
en el estado para el tratamiento del cancer y sus sintomas, es valioso, ya que puede favorecer
la seleccién de aquellas especies que podrian presentar actividad y carecen o cuentan con

pocos estudios citotdxicos.

La evaluacion de la actividad citotdxica y antioxidante, ademéas de conocer los grupos de
compuestos que presentan los extractos de las plantas medicinales oaxaquefias, permitira
corroborar su uso en medicina tradicional y determinar si estas son una alternativa viable
para el desarrollo a futuro de nuevos medicamentos herbolarios e incluso farmacos para el

tratamiento del cancer de mama.
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4. HIPOTESIS

Los extractos acuosos, metanolicos, de acetato de etilo y hexanicos obtenidos de Agave
potatorum, Selaginella lepidophylla, Rhamnus purshiana y Gomphrena globosa tienen
toxicidad hacia Artemia salina y citotoxicidad en la linea celular de cancer de mama MCF-
7.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar la actividad citotdxica y antioxidante de extractos de plantas medicinales (Agave
potatorum, Selaginella lepidophylla, Rhamnus purshiana y Gomphrena globosa) utilizadas

en el estado de Oaxaca.

5.2. Objetivos Particulares

e Seleccionar las especies vegetales.

e Evaluar la actividad citotoxica de cada uno de los extractos mediante el ensayo
preliminar de Artemia salina y mediante el ensayo in vitro de la Sulforodamina B

(SRB) sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos mediante el método DPPH in
situ, DPPH y ABTS.

e Cuantificar los compuestos fendlicos y flavonoides ademas de determinar los
compuestos presentes en los extractos por cromatografia en capa fina y mediante un

analisis fitoquimico preliminar.
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6. METODOLOGIA

6.1. Estrategia experimental

Seleccién de las
especies vegetales

*Entrevistas
*Revision bibliografica

Colecta del material
vegetal

Obtencion de extractos

*Hexano
*Acetato de etilo
*Metanol
*Agua
I. - - I.
Analisis Actividad
quimico antioxidante
Cromatografia Fitoquimica Método Método
en capa fina preliminar DPPH ABTS
Cuantificacion de DPPH
fenoles y flavonoides In situ
Actividad
citotoxica
Ensayo Ensayo
Artemia Sulforodamina
salina B (MCF-7)
Figura 5: Diagrama de la estrategia experimental realizada.
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6.2. Seleccion de las especies vegetales

La seleccion de las especies vegetales a estudiar se llevo a cabo mediante la aplicacion de

entrevistas y revision bibliogréafica.

6.2.1. Entrevistas.

Con el fin de conocer las especies vegetales mas utilizadas para el tratamiento del cancer y
sus sintomas en el estado de Oaxaca, se encuestd a habitantes de la region de La Chinantla
(San José Chiltepec, San Juan Bautista Tuxtepec, San Juan Bautista Valle Nacional) y la
region de la Cafada (Cuicatlan y Huautla). Las entrevistas se realizaron durante el mes de
agosto del 2016 utilizando un cuestionario que comprendia preguntas abiertas y cerradas
enfocadas en el tema de investigacion (Anexo 1). Se realiz6 un muestreo intencional, no
probabilistico, seleccionando como informantes estratégicos a aquellos habitantes dedicados

a la medicina tradicional.

6.2.2. Revision bibliogréfica.

A partir de la informacion obtenida en las entrevistas se realiz6 la revision bibliogréfica de
cada una de las especies mencionadas por los médicos tradicionales. La seleccion de las

especies vegetales se llevé a cabo considerando los siguientes rubros:

e Facilidad de colecta durante el afio.

e Coleccion en cualquier etapa de desarrollo.

e Uso para un tipo especifico de cancer.

e Actividad relacionada.

e Uso de drgano especifico de la planta.

e Uso combinado con otra planta.

e Dosis asignada.

e Numero de médicos tradicionales que la recetan.

e Estudios previos de actividad citotdxica y antioxidante.
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6.3. Colecta del material vegetal

La colecta de la planta completa del maguey de papalomé (Agave potatorum) (Figura 6) y la
doradilla (Selaginella lepidophylla) (Figura 7) se realizo en el mes de septiembre de 2016,
en la comunidad de Macuilxochitl de Artigas Carranza, Oaxaca; ubicada a una latitud norte

de 17°00°15” y una longitud oeste de 96°32°37” (Figura 8).

Figura 6: Agave potatorum Figura 7: Selaginella lepidophylla

Figura 8: Sitio de colecta en la comunidad de Macuilxéchitl

La corteza del arbol de la cascara sagrada (Rhamnus purshiana) (Figura 9) se adquirié en la
tienda naturista “San Rafael”, ubicada en el mercado de abastos de la ciudad de Oaxaca,

Oaxaca. La parte aérea del amaranto globo (Gomphrena globosa) se obtuvo en el mes de
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noviembre de 2015 de un cultivo en la comunidad de San Jacinto Ocotlan, Oaxaca; ubicada

a una latitud norte 16°80°72” y una longitud oeste de 96°70°58.

Figura 9: Rhamnus purshiana (cascara)

El material vegetal (doradilla, cascara sagrada y amaranto globo) se seco bajo sombra a
temperatura ambiente. EI maguey de papalomé se cortd en pequefios trozos, se liofilizd y se

mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

6.4. Obtencion de los extractos
El material vegetal seco de cada especie fue molido, pesado y macerado durante 24 h a
temperatura ambiente (25+2°C) con solventes de polaridad creciente: hexano, acetato de

etilo, metanol y agua (Tabla 6).

Tabla 6: Material vegetal utilizado por especie

Especie vegetal Masa () Volumen de solvente (L)
A. potatorum 66.138 0.5

R. purshiana 300 1

S. lepidophylla 300 1.5

G. globosa 110 0.732
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Las cuatro fracciones obtenidas en gradiente de polaridad para cada una de las especies se
filtraron en papel Whatman N° 1, recuperando el solvente y el material vegetal por separado.
El solvente filtrado se retird con un evaporador rotatorio a 40 °C y 80 rpm. Los extractos
obtenidos con hexano, acetato de etilo y metanol terminaron de concentrarse a temperatura
ambiente mientras que los extractos acuosos se liofilizaron. Los extractos concentrados
fueron pesados para obtener el rendimiento y almacenados a temperatura ambiente hasta su
uso (Capataz, 2007).

6.5. Actividad citotdxica

6.5.1. Ensayo Artemia salina

En este trabajo el ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia establecida por Leos et al.
(2016), con algunas modificaciones. Se pesaron 0.1 g de huevos de A. salina y se prepard
agua de mar sintética (NaCl 0.5%). Los huevos se depositaron en el agua y se hidrataron
durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se coloco el agua con los huevos de A. salina en una
camara de eclosion con un lado oscuro y otro iluminado por un foco de 30 W, el sistema se

mantuvo con aireacion constante a una temperatura de 25 °C.

Después de la eclosion, los nauplios permanecieron en las mismas condiciones durante 48 h
(Anexo 2).

En una microplaca de 96 pozos se colocaron: 100 pL de agua de mar sintética, 10 nauplios y
100 uL de los extractos a concentraciones de: 100, 250, 500, 750 y 1000 pg/ml. Se utilizé
como control negativo agua de mar artificial y como control positivo KMnOaa 400 pg/ml.

Cada extracto y control se coloco por triplicado.

Las microplacas fueron incubadas bajo el foco de 30 W durante 24 h a 25 °C, transcurrido el
tiempo de incubacién, se contaron los nauplios muertos utilizando un microscopio
estereoscopico y se determind la DLso (Dosis Letal media) por andlisis estadistico PROBIT,

utilizando el programa estadistico SPSS version 23.
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Los extractos se consideraron: no toxicos para valores superiores a 1000 pg/ml, ligeramente
toxicos para valores menores a 1000 pero mayores a 500 pg/ml y toxicos para valores

menores a 500 pg/ml.

6.5.2. Ensayo Sulforodamina B

Los extractos de cada una de las especies se solubilizaron en DMSO al 100%, obteniéndose
soluciones a 4 mg/ml. Estas soluciones stock se utilizaron para preparar las diluciones a las

siguientes concentraciones: 20, 4, 0.8, 0.016 pg/ml.

La linea celular de cancer de mama MCF-7 (Anexo 3) se cultivo en frascos de cultivo de
tejido animal T-25 con medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al

10%, hasta alcanzar 100% de confluencia celular.

Las células se despegaron de los frascos de cultivo utilizando 0.5 ml de tripsina-EDTA 1X,
se afadio 4.5 ml de medio RPMI-1640/SFB-10%, se mezclo hasta obtener una suspension
celular homogénea y se realizd el conteo en una camara de Neubauer, ajustando la cantidad
de células de acuerdo al volumen de medio necesario para inocular los pozos y la densidad
celular de la linea (MCF-7: 4x10* cel/ml).

Se colocaron 190 pL de medio con células méas 10 pL de muestra (extracto, control o blanco)
en los pozos de la microplaca. Se utiliz6 como blanco DMSO al 10% y como controles
Paclitaxel y camptotecina (Anexo 4); estos se colocaron en microplacas distintas a las de los
extractos. Las microplacas se incubaron a 37 °C en atmosfera de CO; al 5% y 100% de
humedad durante 72 h. En una microplaca diferente se colocé medio con células en 24 pozos
y se incubo a las condiciones mencionadas durante 30 min, esta microplaca se considero

como el dia cero.

Las células se fijaron con 100 pL de TCA al 30% frio y se incubaron a 4 °C durante 30 min.
Posteriormente se lavo tres veces cada microplaca con agua destilada fria y se secaron a

temperatura ambiente. Se comprobo que los pozos estuvieran secos y se afiadié a cada uno
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de ellos 50 pL de SRB, las microplacas se incubaron a 4 °C durante 30 min; transcurrido este
tiempo, se desecho en un frasco la SRB, se realizaron tres lavados con 4cido acético 1%y se
secaron a temperatura ambiente, posteriormente se afiadié 200 pL de Tris-base a cada pozo.

Las placas permanecieron en reposo durante 2 h.

Las lecturas se realizaron en un lector ELISA a una longitud de onda de 490 nm. El valor de
la Clso para cada uno de los extractos se determing realizando un analisis de regresion lineal,
graficando el porcentaje de sobrevivencia (1) respecto a la concentracion de las muestras
(Sanchez et al., 2013).

DO (células muertas)—DO (dia cero
( ) %100

1). %Sobrevivencia =
( ) % DO(blanco)—DO (dia cero)

6.6. Actividad antioxidante

6.6.1. DPPH (a-o-difenil-p-picrilhidrazilo) in situ

La actividad antioxidante de los extractos se detectd mediante un ensayo preliminar por
cromatografia en capa fina utilizando la técnica del DPPH, de acuerdo a la metodologia
propuesta por Raja et al. (2010). Para ello, se prepararon soluciones de los extractos y el
control a una concentracion de 17 mg/ml. Los extractos de té verde comercial preparados con

hexano, acetato de etilo, metanol y agua; se utilizaron como control positivo.

Se aplicaron 5 pl (0.085 mg peso seco) de cada una de los extractos en el borde inferior de
placas cromatogréaficas de silica gel 60 (F2s2 Merck) de 5x5 cm, para la separacion de los
compuestos se utiliz6 una fase movil de acetato de etilo, metanol y agua (100:13.5:10). Las

placas fueron rociadas con una solucién 0.2% de DPPH en metanol.

Se considero positivo para antioxidantes la presencia de bandas de color amarillo brillante en

los carriles en contraste con el fondo morado de la placa.
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6.6.2. Ensayo de captacion del radical DPPH*

La actividad antioxidante de los extractos se determiné utilizando una solucion del radical
DPPH en metanol a una concentracion de 0.025 g/L, de la cual se tomd un volumen de 497.5

ul y se afiadio 2.5 pl de cada extracto.

La curva de calibracion se realizo con trolox a partir de una solucion a 0.25 mg/ml (Anexo

5), como blancos se utilizaron agua, metanol, acetato de etilo y hexano.

La cineética se llevd a cabo durante 10 min utilizando los extractos a una concentracién de 17
mg/ml, el resultado se expresé en equivalentes de trolox (ET) por peso seco. Posteriormente,
se calculd la Clso graficando el porcentaje de inhibicién (2) respecto a las diferentes
concentraciones analizadas por extracto vegetal. Todas las lecturas se realizaron a una

longitud de onda de 515 nm por triplicado (Kuskoski et al., 2005).

. AB-AM
(2).%Inhibicion = TxlOO

6.6.3. Ensayo de captacion del radical ABTS*

La determinacion de la actividad antioxidante se realiz6 con el radical ABTS", obtenido tras
la reaccion durante 16 h en oscuridad a 25 °C de ABTS 7 mM con persulfato de potasio 2.45
mM. Transcurrido el tiempo de incubacidn, la solucion ABTS™ se diluy6 con metanol hasta

obtener una absorbancia de 0.7 + 0.05 a 734 nm.

Las lecturas se realizaron por triplicado utilizando 487.2 pl de la solucion ABTS"y 12.8 pl
de muestra. La curva de calibracion (Anexo 6), blancos, extractos, condiciones de la cinética

y célculo de la Clsg se realizo de forma similar al ensayo DPPH (Kuskoski et al., 2005).
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6.7. Analisis quimico

6.7.1. Andlisis fitoquimico preliminar

Se realizo un analisis fitoquimico preliminar para la deteccién de grupos de compuestos
secundarios. En la determinacion de flavonoides y cumarinas se utiliz6 la metodologia
propuesta por Patil & Deshmukh (2016). La determinacion de alcaloides, carbohidratos,
saponinas, proteinas, fitoesteroles, aceites, grasas y compuestos fenolicos se realizd de

acuerdo a la metodologia propuesta por Raaman (2006).

Flavonoides: Se colocd 1ml de extracto y 1 ml de acetato de plomo al 10% en un tubo de
ensayo de 5 ml. La presencia de coloracién amarilla se consider6 como reaccion positiva para

flavonoides.

Cumarinas: Se coloc6 2 ml de extracto y 3 ml de hidréxido de sodio al 10% en un tubo de
ensayo de 5 ml. La presencia de coloracién amarilla se consider6 como reaccion positiva para

cumarinas.

Alcaloides: 50 mg de extracto se disolvieron en 2 ml de cido clorhidrico y se filtraron.
Prueba de Mayer.- 1 ml de extracto se coloco en un tubo de ensayo y se le afiadieron
20 pl del reactivo Mayer (Anexo 10). Se consider6 como reaccion positiva para
alcaloides la observacién de un precipitado color blanco o crema.
Prueba de Wagner.- 1ml de extracto se colocé en un tubo de ensayo y se le afiadieron
20 pl del reactivo Wagner (Anexo 11). La observacién de un precipitado rojo a café

se considerd como reaccion positiva para alcaloides.

Carbohidratos: 20 mg de extracto de extracto se disolvieron en 1 ml de agua y se filtraron.
Prueba de Fehling.- 1 ml de extracto se calentd en un bafio de agua con 1ml de cada
solucion de Fehling (A 'y B, Anexo 12). La presencia de azucares es indicada por la

observacién de un precipitado color rojo.
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Saponinas: 2.5 mg de extracto se diluyeron en agua y se agitaron durante 15 min en un tubo
de ensayo. La reaccion se considero positiva al observar una capa de 2 cm de espuma en el
tubo.

Proteinas: 10 mg de extracto se disolvieron en 1 ml agua destilada y se filtraron.
Prueba de Biuret.- 1ml de extracto se colocé en un tubo de ensayo. Se afiadié una gota
de solucién de sulfato de cobre al 2% y 1ml de etanol al 95 %. Posteriormente, se
agreg0 un exceso de pastillas de hidroxido de potasio. La presencia de proteinas se

considerd positiva al observar coloracion rosa en la capa de etanol.

Fitoesteroles:
Prueba de Libermann-Burchard.- 25 mg de extracto se disolvieron en 1 ml de
anhidrido acético, posteriormente, se afiadio 20 pl de acido sulfdrico concentrado. Se
consider6 como reaccion positiva para fitoesteroles la observacién de cambio de

color.

Aceites y Grasas:

Prueba de mancha.- Una pequefia cantidad de extracto fue prensada entre dos
fragmentos de papel filtro. La presencia de una mancha de aceite en el papel se
considerd como positivo para mezcla de aceites.

Prueba de saponificacion.- Una pequefia cantidad de extracto se coloco en un tubo.
Se afiadieron 30 pl de una solucion alcoholica de hidroxido de potasio 0.5 N 'y 10 pl
de fenolftaleina. La mezcla se calenté en un bafio de agua durante dos horas. La
formacion de jabon o parcial neutralizacién del alcali indica la presencia de grasas y

mezcla de aceites.

Compuestos fenolicos:
Prueba del cloruro férrico.- 10 mg de extracto se disolvieron en 1 ml de agua y se
afiadieron 20 ul de cloruro férrico al 5%. Se consider6 como reaccion positiva para

compuestos fenodlicos la observacion de coloracion verde oscuro.
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Reduccion de magnesio y acido clorhidrico.- 10 mg de extracto se disolvieron en
1 ml de alcohol, se colocaron en un tubo, se afiadido un fragmento de cinta de
magnesio y 10 pl de &cido clorhidrico concentrado. La observacion de coloracion rosa

a rojo escarlata se consideré como reaccién positiva para flavanol glicosidos.

6.7.2. Cromatografia en capa fina

El analisis por cromatografia en capa fina se realizo utilizando placas cromatograficas de
silica gel 60 (F2s4 Merck) de 5x5 cm. La fase movil y los extractos se prepararon de la misma
manera que en el ensayo de DPPH in situ, como control se utilizaron los solventes de

extraccion.
Las placas se analizaron bajo luz ultravioleta a 254 y 365 nm, se revelaron con solucion HS
(Anexo 9) y se determind el factor de retencion (Rf) (3) para cada una de las bandas

observadas (Sanchez et al., 2013).

Distancia recorrida por la muestra

(B Rf =

Distancia recorrida por el solvente

6.7.3. Cuantificacion de compuestos fenolicos

La cuantificacion de compuestos fenolicos se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia
propuesta por Kim et al. (2003). Se colocaron en los pozos de una microplaca 150 ul de agua
desionizada, 2.5 pul de extracto (17 mg/ml) y 10 ul del reactivo de Folin-Ciocalteu, la mezcla
se mantuvo en reposo durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se afiadi6 a cada pozo 30 pl
de carbonato de sodio al 20%, se incubo durante 15 min a 37 °C, se enfrié en un bafio de

hielo y, finalmente, se realizo la lectura a 750 nm.

La curva de calibracion se obtuvo a partir de una solucién de acido galico a 1000 ppm (Anexo
7), como controles se utilizaron los solventes de extraccion. La cantidad de compuestos

fenolicos se expreso en equivalentes de acido galico (EAG) por peso seco.
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6.7.4. Cuantificacion de flavonoides

El ensayo se realizé en una microplaca de 96 pozos, donde se colocaron 1 pl de extracto y 5
ul de nitrito de sodio al 20%, posteriormente se afiadieron 5 pl cloruro de aluminio al 10% y
239 pl de agua desionizada. La mezcla se mantuvo en reposo durante 45 min, transcurrido

ese tiempo se realizaron las lecturas a 415 nm (Kim et al, 2003).

La curva de calibracion se prepar6 con una solucién de Quercetina a 1.5 mg/ml (Anexo 8),
como controles se utilizaron los solventes de extraccion. La cantidad de flavonoides se

expreso en equivalentes de quercetina (EQ) por peso seco.

6.7.5. Correlacion de Pearson

La posible relacion entre la actividad antioxidante mostrada por los extractos y los
compuestos cuantificados se determind mediante el método de correlacion de Pearson

utilizando el programa estadistico SPSS version 23.

6.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en el ensayo con Artemia salina, SRB, DPPH", ABTS", cuantificacion
de fenoles y flavonoides, se valoraron mediante un andlisis de varianza “ANOVA” con una
significancia de p <0.05, seguido de un analisis post ANOVA “Tukey” con una significancia

de p <0.05, ambos analisis utilizando el programa estadistico SPSS version 23.

Pagina | 33



7. RESULTADOS

7.1. Entrevistas

El anélisis de la informacion recabada en las entrevistas realizadas a los médicos tradicionales
de la regién de la Chinantla (San José Chiltepec, San Juan Bautista Tuxtepec, San Juan
Bautista Valle Nacional) y la Cafiada (Cuicatlan y Huautla), permitio identificar 16 especies
utilizadas en medicina tradicional oaxaquefia para el tratamiento del cancer: Eryngium
carlinae (Hierba del sapo), Hylocereus undatus (Orejona), Ipomoea batatas (Camote),
Hierbas del cancer (manzanilla, matico y llantén), Agave potatorum (Maguey de papalomé),
Rhamnus purshiana (Céscara sagrada), Uncaria tomentosa (Ufia de gato), Kalanchoe
pinnata (Maravillosa), Selaginella lepidophylla (Doradilla), Equisetum arvense L. (Cola de
caballo), Aloe vera (Sabila), Heterotheca inuloides (Arnica), Justicia spicigera S. (Sangre de
cristo), Morinda citrifolia (Noni) y Semialarium mexicanum (Cancerina). Los lugares,
temporadas y estadios de colecta, el tipo de cancer, el uso de las especies ademas del
tratamiento del cancer, la parte que se utiliza de la planta y los métodos de preparacién mas

frecuentes, se ilustran en el anexo 13.

Se establecid un sistema de evaluacidn a partir de las respuestas obtenidas en el cuestionario
formulado (Anexo 13), asignandole valor a estas de acuerdo a la relevancia que tenian para
la realizacion de este trabajo. El puntaje obtenido por cada una de las especies se muestra en
la Grafica 1. EI maguey de papalomé, la sangre de cristo y la doradilla, fueron las especies
vegetales que obtuvieron las puntuaciones mas altas. Sin embargo, al realizar la revision
bibliogréafica se encontr6 que la sangre de cristo ya cuenta con estudios de actividad
citotoxica en la linea celular de cancer de mama MCF-7. Es por ello que se consideraron la
cascara sagrada, la hierba del cancer y la cancerina; especies que obtuvieron las siguientes
puntuaciones mas altas (21 puntos cada una). Se selecciond la cascara sagrada debido a que

no se encontraron antecedentes de estudios en la linea celular a utilizar.
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Puntaje obtenido por planta medicinal
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Gréfica 1: Puntaje obtenido para cada una de las plantas medicinales utilizadas en medicina
tradicional oaxaquefia para el tratamiento del cancer.

1. Maguey de papalomé (Agave potatorum). - Los médicos tradicionales colectan esta
especie utilizada para el tratamiento del cancer de pulmén principalmente en
temporada de lluvia en Santiago Nacaltepec, Oaxaca. La planta se lava y se utiliza
fresca preparada por decoccion colocando una penca en agua, Se consume una copa

de esta bebida tres veces dia (Anexo 20).

2. Cascara sagrada (Rhamnus purshiana). — La corteza de esta especie utilizada por los
médicos tradicionales para el tratamiento del cancer de prostata se prepara por
infusidn y se consume una taza de esta al dia. Esta corteza es posible de empaquetar

y almacenar para su uso posterior (Anexo 21).

3. Doradilla (Selaginella lepidophylla). - Esta especie es posible de colectar durante
todo el afio en San José Chiltepec, Oaxaca. Es utilizada para el tratamiento de diversos
tipos de cancer, se emplea también para desinflamar y mitigar dolores corporales. La
planta completa se lava y se prepara por infusion con una taza de agua. Se consume

diario una taza de esta infusion por la mafiana (Anexo 22).
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Se selecciond una cuarta especie vegetal a partir de la revision bibliografica de plantas

medicinales utilizadas en el estado de Oaxaca:

4. Amaranto globo (Gomphrena globosa). — Esta especie es empleada en medicina
tradicional oaxaquefia para el tratamiento de diferentes enfermedades entre las que se
encuentran la diabetes, hipertension, infecciones, asma y cancer. Se aplica macerado

en la zona afectada y se consume en tés o infusiones (Anexo 23).

7.2. Rendimiento y caracteristicas de los extractos

El rendimiento obtenido de cada uno de los extractos (Acuoso-Ac, Metanolico-MeOH,
Acetato de etilo-AEt y Hexanico -Hex) de las cuatro especies se muestran en la tabla 7. El
porcentaje de rendimiento mas alto para los extractos de Agave potatorum fue alcanzado por
el extracto acuoso, mientras que en el caso de Rhamnus purshiana, Selaginella lepidophylla

y Gomphrena globosa los porcentajes mas altos los mostraron los extractos metandlicos.

Tabla 7: Rendimientos de extraccion

Especie Tipode Material Extracto Rendimiento g extracto/ g

extracto  seco (9) (9) (%) material seco
Ac 22.856 34.558 0.346
Agave MeOH 66.138 7.328 11.080 0.111
potatorum  AEt ' 0.330 0.499 0.005
Hex 0.383 0.579 0.006
Ac 23.308 7.770 0.078
Rhamnus  MeOH 300 49.287 16.430 0.164
purshiana  AEt 25.226 8.409 0.084
Hex 1.542 0.514 0.005
Selaginella Ac 5.638 1.880 0.019
lepidophylla MeOH 300 21.738 7.250 0.072
AEt 9.250 3.083 0.031
Hex 5.301 1.770 0.018
Ac 5.385 4.895 0.049
Gomphrena MeOH 110 5.395 4.904 0.049
globosa  AEt 0.634 0.580 0.006
Hex 0.428 0.390 0.004
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El mayor rendimiento para los extractos acuosos fue el extracto de A. potatorum, mientras

que entre los metandlicos y de acetato de etilo fueron los de R. purshiana. Entre los extractos

hexanicos el de mayor rendimiento fue el de S. lepidophylla.

Los extractos obtenidos presentaron texturas variadas y color amarillo, verde o café; como

se muestra en la tabla 8.

Tabla 8: Caracteristicas de los extractos

Especie Extracto Color Textura
Ac Amarillo claro Seca-granulada
Agave potatorum MeOH Café oscuro Viscosa—acei.tosa
AEt Negro Granulada-viscosa
Hex Café claro Aceitosa-suave
Ac Café claro Seca-granulada
Rhamnus purshiana MeOH Cafe oscuro Viscosa-suave
AEt Amarillo claro Seca
Hex Amarillo oscuro  Elastica-semisuave
. Ac Café oscuro Viscosa-elastica-granulada
Selaginella . .
lepidophylla MeOH Café oscuro Granulada—hgmeda _
AEt Verde oscuro Granulada-humeda-aceitosa
Hex Café claro Granulada-aceitosa
Ac Café oscuro Elastica-granulada
Gomphrena globosa MeOH Cafeé verdoso Viscosa-granulada
AEt Verde oscuro Seca-suave
Hex Amarillo oscuro  Aceitosa-granulada

7.3. Toxicidad en Artemia salina

Los datos obtenidos en el ensayo de toxicidad fueron analizados mediante transformacion

PROBIT. Los valores obtenidos del calculo de la dosis letal 50 (DLso) se muestran en la tabla

9.
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Tabla 9: Dosis letal 50 de los extractos

DLso (ug/ml)
Especie/Extracto Ac MeOH AEt Hex
Agave potatorum >1000 33.5+0.178 >1000 >1000

Rhamnus purshiana 920.6+0.212 >1000 >1000 >1000
Selaginella lepidophylla >1000 62+0.228 >1000 >1000
Gomphrena globosa >1000 >1000 >1000 >1000

Los valores se muestran como media * desviacion estandar (n=3)

Utilizando el siguiente criterio para determinar el nivel de toxicidad de los extractos:

e No toxicos (valores superiores a 1000pg/ml)
e Ligeramente toxicos (valores menores a 1000 y mayores a 500 pg/ml)

e Toxicos (valores menores a 500 pg/ml)

Se determind que los extractos metandlicos de A. potatorum y S. lepidophylla presentan
toxicidad, mientras que el extracto acuoso de R. purshiana puede considerarse ligeramente
toxico.

7.4. Actividad citotdxica en la linea celular MCF-7

Los datos obtenidos en las lecturas realizadas a 490 nm se utilizaron para calcular los valores

de Clso que se muestran en la tabla 10.

Tabla 10: Concentracion inhibitoria 50 de los extractos

Clso (ng/ml)
Especie/Extracto Ac MeOH AEt Hex
Agave potatorum ND ND 1.086+0.016  1.321+0.012
Rhamnus purshiana ND ND ND ND
Selaginella lepidophylla ND ND ND ND
Gomphrena globosa ND ND 0.118+0.014 27.710+0.013
Camptotecina 0.027+0.004
Paclitaxel 0.003+0.0003

Los valores se muestran como media + desviacion estandar. (n=3). ND- no determinado.
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El Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCI) menciona que para determinar
si un extracto posee actividad citotdxica este debe presentar un valor de Clso menor o igual a
20 pg/ml. De acuerdo a este criterio se puede afirmar que los extractos de acetato de etilo y
hexanicos de A. potatorum y G. globosa poseen actividad citotoxica frente a la linea celular
de cancer de mama MCF-7. Entre estos, el extracto de acetato de etilo de G. globosa muestra
mayor actividad, ya que su valor de Clso (0.118+0.014 pg/ml) es el méas cercano a los valores
que muestran los farmacos comerciales utilizados en el tratamiento del cancer de mama:
camptotecina (0.027+£0.004 pg/ml) y paclitaxel (0.003+0.0003 pg/ml).

7.5. Actividad antioxidante

A pesar de que solo cuatro de los 16 extractos mostraron actividad, se determind la actividad
antioxidante de todos con el fin de recabar informacién de las especies vegetales

seleccionadas.

7.5.1. DPPH in situ

Los extractos acuoso, metandlico, acetato de etilo y héxanico de R. purshiana (carril 2)
revelaron bandas de color amarillo brillante, demostrando la presencia de compuestos
antioxidantes, como se puede observar en las figuras 10, 11, 12 y 13. Los extractos de A.
potatorum, S. lepidophylla y G. globosa mostraron bandas de ligera coloracion amarilla
(Figuras 10, 11, 12, 13 y 14) por lo cual no se descarta la presencia de compuestos

antioxidantes.

Las bandas no se muestran claramente definidas como se puede observar en las imagenes,
esto podria deberse a que la fase mavil utilizada no es la mas adecuada para la separacion de
los compuestos presentes en los extractos, sin embargo, en este ensayo no era de interés
identificar bandas definidas, sino observar la coloracion amarilla en los carriles que indicaria

la presencia de compuestos antioxidantes.
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Figura 10: Extractos acuosos previo y posterior al revelado con DPPH
Leyenda: A.p.-Agave potatorum, R.p-Rhamnus purshiana, S.l.-Selaginella lepidophylla.

Figura 11: Extractos metandlicos previo y posterior al revelado con DPPH
Leyenda: A.p.-Agave potatorum, R.p-Rhamnus purshiana, S.l.-Selaginella lepidophylla.

Figura 12: Extractos de acetato de etilo previo y posterior al revelado con DPPH
Leyenda: A.p.-Agave potatorum, R.p-Rhamnus purshiana, S.l.-Selaginella lepidophylla.

Pagina | 40



Figura 13: Extractos hexanicos previo y posterior al revelado con DPPH
Leyenda: A.p.-Agave potatorum, R.p-Rhamnus purshiana, S.l.-Selaginella lepidophylla.

Figura 14: Extractos de G. globosa previo y posterior al revelado con DPPH
Leyenda: Ac-Acuoso, MeOH-Metandlico, AEt-acetato de etilo, Hex-hexanico.

7.5.2. Ensayo de captacion del radical DPPH"

La cinética realizada con los extractos de A. potatorum demostro la ausencia de capacidad de
inhibicion del radical DPPH" de estos (Gréafica 2), al contrario de los extractos de R.
purshiana que mostraron capacidad de inhibicion del radical DPPH" desde el minuto cero,
dicha capacidad incremento en el transcurso de la cinética hasta su finalizacién en el minuto
10, donde el extracto acuoso y el metandlico lograron inhibir en un 78 y 80% respectivamente
la actividad del radical (Gréfica 3).
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Cinética A. potatorum
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Gréfica 2: Cinética DPPH de los extractos de A. potatorum

Los extractos de S. lepidophylla no mostraron capacidad de inhibicion del radical DPPH" en
el tiempo de duracion de la cinética (Gréfica 4). La actividad de inhibicion de los extractos
de G. globosa se demostrd desde el minuto cero y se mantuvo constante hasta el final de la
cinética (Gréafica 5), los extractos de acetato de etilo y hexanico mostraron la mayor actividad

alcanzando porcentajes de inhibicion de 75.4 y 70% respectivamente.
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Gréfica 3: Cinética DPPH de los extractos de R. purshiana
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Cineética S. lepidophylla
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Gréfica 4: Cinética DPPH de los extractos de S. lepidophylla

Los resultados obtenidos para A. potatorum, R. purshiana y S. lepidophylla corresponden al
comportamiento de los extractos en el ensayo DPPH in situ, sin embargo, a pesar de que las
bandas de los extractos de G. globosa no presentaron por completo la coloracion esperada en

el ensayo DPPH in situ, estos mostraron poseer actividad para inhibir el radical.

Cinética G. globosa
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Gréfica 5:Cinética DPPH de los extractos de G. globosa
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Se utilizd una curva de calibracion realizada a partir de una solucién stock 0.25 mg/ml
(Anexo 5) para determinar la concentracion de antioxidantes en equivalentes de trolox “ET”
(tabla 11), el célculo se realiz6 tomando el valor de la absorbancia obtenido en el punto final

de la cinética.

Tabla 11: Concentracién de antioxidantes en los extractos (DPPH)

mg ET/g extracto
Especie/Extracto Ac MeOH AEt Hex
A. potatorum = -mmem mmmmemm emeen e

R. purshiana 1.924 1982 1.764 0.439
S.lepidophylla  ------ e e e
G. globosa 0.272 0.213 0566 0.680

Los valores se muestran como media + desviacién estandar. (n=3)

Los resultados obtenidos, expresados en miligramos de equivalentes de trolox por gramo de
extracto, muestran una mayor concentracion de antioxidantes en los extractos mas polares de
R. purshiana, mientras que la mayor concentracion de antioxidantes en G. globosa se

encuentra en los extractos de menor polaridad.

La concentracién inhibitoria 50 (Clso) se determind realizando lecturas de la absorbancia de

los extractos a diferentes concentraciones (tabla 12).

Tabla 12: Concentracion inhibitoria 50 de los extractos (DPPH)

Clso (mg/ml)
Especie/Extracto Ac MeOH AEt Hex
A, potatorum = mmmemmmemmmemeeen e
R. purshiana 11.125+0.013% 11.858+0.002° 11.304+0.017° 34.360+0.023¢
S.lepidophylla -----m-mmmme e s
G. globosa ND ND 21.606+0.013* 22.156+0.020%

Los datos se analizaron con ANOVA y post prueba Tukey, p<0.05 se considerd estadisticamente
significativo. Los valores se muestran como media + desviacion estandar. (n=3)

El extracto acuoso de R. purshiana demostré requerir de una menor concentracion para
inhibir un 50% de la actividad del radical respecto a los extractos restantes con un Clso de

11.125 + 0.013 mg/ml, mientras que el extracto de acetato de etilo de G. globosa fue el que
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mostro un menor valor de Clsp (21.606 +0.020 mg/ml) en comparacion con el extracto
hexanico (22.156 +£0.020 mg/ml). El extracto acuoso de R. purshiana y el extracto de acetato
de etilo de G. globosa como se menciond con anterioridad, se encuentran entre los extractos
que presentaron una mayor concentracion de antioxidantes en equivalentes de trolox (1.924

y 0.566 mg ET/g extracto, respectivamente).

7.5.3. Ensayo de captacion del radical ABTS™

Debido a que no se detecto la actividad de todos los extractos mediante el ensayo DPPH, se
realizé el ensayo ABTS", ya que este radical muestra una mayor afinidad para aceptar
diversos compuestos como donadores incluyendo aquellos que son hidrofilicos y lipofilicos.
Los extractos a una concentracion de 17 mg/ml se utilizaron para evaluar el comportamiento

de estos frente al radical ABTS" mediante una cinética de 10 minutos.
La cinética de A. potatorum muestra que todos los extractos inhibieron la actividad del radical

ABTS" desde el minuto cero (Grafica 6). El extracto de acetato de etilo alcanzé el mayor

porcentaje de inhibicion con un valor de 84.7% en el tiempo final de la cinética.

Cinetica A. potatorum
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AcC MeOH AEt Hex

Grafica 6:Cinética ABTS de los extractos de A. potatorum
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El extracto metanolico de R. purshiana logré inhibir desde el minuto cero un 92% de la
actividad del radical ABTS, seguido del extracto acuoso que alcanzé un 90% de inhibicion
(Gréfica 7); estos valores superan en méas de un 10% a los obtenidos en el ensayo DPPH.

El comportamiento de los extractos puede considerarse estable durante los 10 minutos de

duracién de la cinética ya que no se observé ningun incremento ni disminucion significativa

en el porcentaje de inhibicion alcanzado.
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Grafica 7: Cinética ABTS de los extractos de R. purshiana

El extracto de S. lepidophylla que mostré una mayor actividad de inhibicion fue el de acetato
de etilo (85.2%). La actividad de los extractos metandlico, acetato de etilo y hexanico se
incrementd ligeramente en el transcurso de la cinética (Grafica 8). Un comportamiento
distinto se observo en el extracto acuoso, el cual mostro una disminucién en su capacidad de

inhibicién del radical desde el minuto uno hasta el minuto cinco de la cinética.
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Cinética S. lepidophylla
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Graéfica 8: Cinética ABTS de los extractos de S. lepidophylla

El mayor porcentaje de inhibicion del radical ABTS en los extractos de G. globosa fue
alcanzado por el extracto hexanico, el cual logro inhibir en un 89% la actividad desde el
minuto cero y logré alcanzar un porcentaje de inhibicion del 99.3% en el punto final de la

cinética (Grafica 9).
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Graéfica 9: Cinética ABTS de los extractos de G. globosa
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La concentracién de antioxidantes en equivalentes de trolox “ET” se determiné utilizando
una curva de calibracion de una solucién stock de trolox a 0.025 mg/ml (Anexo 6) y los
valores de absorbancia obtenidos en el punto final de la cinética. Los resultados se expresaron

en miligramos de equivalentes de trolox por gramo de extracto (tabla 13).

Tabla 13: Concentracion de antioxidantes en los extractos (ABTS)

mg ET/g extracto
Especie/Extracto  Ac  MeOH AEt Hex

A. potatorum 0.133 0.100 0.176 0.157
R. purshiana 0.189 0.192 0.126 0.120
S. lepidophylla 0.161 0.157 0.177 0.148
G. globosa 0.180 0.168 0.173 0.207

Los valores se muestran como media + desviacién estandar. (n=3)

Los extractos de baja polaridad de las especies A. potatorum y S. lepidophylla mostraron un
valor mayor en la concentracion de antioxidantes en ET, por el contrario, los extractos de
mayor polaridad de R. purshiana fueron los que exhibieron la mayor concentracion de

antioxidantes.
La mayor concentracion de antioxidantes en extractos de G. globosa la mostraron el extracto
de mayor polaridad (Ac) y el de menor polaridad (Hex). Los valores para R. purshianay G.

globosa son inferiores en comparacion a los obtenidos mediante el ensayo DPPH.

La concentracidn inhibitoria 50 (Clso) se determiné a partir de las lecturas de la absorbancia

de los extractos realizadas a diferentes concentraciones (tabla 14).

Tabla 14: Concentracién inhibitoria 50 de los extractos (ABTS)

Especie/ Clso (mg/ml)

Extracto AcC MeOH AEt Hex
A.potatorum  15.307+0.008° 19.904+0.033° 5.528+0.009° 11.187+0.0022
R. purshiana ~ 3.138+0.001*  2.588+0.003*  13.457+0.01° 14.316+0.009°
S. lepidophylla  9.844+0.002%  10.879+0.009° 8.675+0.021* 15.545+0.011°
G. globosa 6.243+0.003°  6.587+0.002°  6.750+0.01°°  8.365+0.0022

Los datos se analizaron con ANOVA y post prueba Tukey, p<0.05 se considero estadisticamente
significativo. Los valores se muestran como media + desviacién estandar. (n=3)
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El extracto de acetato de etilo de A. potarorum y S. lepidophylla demostraron requerir una
menor concentracion de antioxidantes (5.528 + 0.009 y 8.675 = 0.021 mg/ml
respectivamente) para inhibir en un 50% la actividad del radical.

Los extractos acuoso y metandlico fueron los que mostraron un menor valor de Clso para G.
globosa. El extracto metanoélico de R. purshiana fue el que mostré el menor valor de Clsg
(2.588 + 0.003 mg/ml) respecto al valor obtenido de los extractos de esta especie y las demas.

Los valores de Clso para los extractos de R. purshiana y G. globosa (Tabla 14) son inferiores

comparados a los obtenidos en el ensayo DPPH (R. purshiana Ac:11.125, MeOH:11.858 y
Hex:34.360 mg/ml; G. globosa AEt:21.606 y Hex:22.156mg/ml).

7.6. Anélisis quimico

7.6.1. Anadlisis fitoquimico preliminar

Se realiz6 un conjunto de pruebas fitoquimicas para determinar los grupos de compuestos

presentes en los extractos de las cuatro especies vegetales (Tabla 15).

En los extractos de A. potatorum fue posible detectar carbohidratos, saponinas, aceites, grasas
y compuestos fendlicos por la prueba del cloruro férrico; mientras que en los extractos de R.
purshiana y S. lepidophylla se observaron flavonoides, cumarinas, saponinas, proteinas,

aceites, grasas y compuestos fendlicos.

Los extractos de G. globosa mostraron flavonoides, cumarinas, alcaloides, carbohidratos,

saponinas, aceites, grasas y compuestos fenolicos.

Todos los extractos dieron positivo a la prueba de fitoesteroles.
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Tabla 15: Compuestos presentes en los extractos vegetales

Compuestos

. F C MW Cr S P FE A G FC KM
Especie-extracto

Ac - - - - - ++ -+t - - - -

MeOH - - - - + +++ - ++ ++ - + -

A. potatorum AFt ) ) ) ) ) ) ) + ) + ) )
Hex - - - - - - - + ++ o+ - -

AcC - - - - - + + + - -+ -

) MeOH  +++ +++ - - - - + + + +  ++ +

R. purshiana AEt +H+ 4+ - - - - + o+t + + -
Hex ++ + - - - +  ++ - - - -

Ac + + - - - +  ++ - + + -

++ + - - - - - 4+ - +

S.lepidophylla e LT T T T T
Hex R .

AcC + + + o+ A - + + + + +

MeOH + + - - + - S = = T = S -

G. globosa AFt . L a4 )
Hex + - - - - - e = o - -

Leyenda:F-flavonoides, C-cumarinas, M-alcaloides prueba Mayer, W-alcaloides prueba Wagner, Cr-
carbohidratos, S-saponinas, P-proteinas, FE-fitoesteroles, A-aceites, G-grasas, FC-compuestos fendlicos
prueba del cloruro férrico, FM-compuestos fendlicos prueba de reduccion de magnesio y acido clorhidrico.
Presencia: Intensa (+++), media (++), poca (+) y nula (-).

7.6.2. Cromatografia en capa fina

Los extractos se cargaron en placas cromatograficas para la separacion de sus compuestos
utilizando una fase movil de acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10) y se revelaron con
una solucién de hidroxibenzaldehido en acido sulfdrico (Anexo 9). Los extractos de A.
potatorum (A.p.), R. purshiana (R.p.) y S. lepidophylla (S.l.) se cargaron en las placas de
acuerdo al tipo de solvente con el que se prepararon, los extractos de G. globosa se colocaron

en una sola placa.

El extracto acuoso de R. purshiana mostrd dos bandas bajo la luz uv a una longitud de onda
de 254 nm y cuatro bandas después de revelarse con la solucion HS con valores de Rr de
0.176, 0.265, 0.368 y 0.559. Los extractos acuosos de A. potatorum y S. lepidophylla no

mostraron bandas (Figura 15).
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Figura 15: Placa cromatografica de los extractos acuosos de A. potatorum, R. purshianay S.
lepidophylla, con diferentes reveladores: a) luz visible, b) UV 254 nm, c) UV 365 nm y d)
revelador HS.

El extracto metandlico de A. potatorum mostré una banda al observarse bajo la luz uv de
longitud de onda de 365 nm. En el extracto de S. lepidophylla se detecté una banda al
observarse a 254 y 365 nm, una banda distinta se revelé con la solucién HS con un R¢de
0.853 (Figura 16). En el extracto de R. purshiana se detectaron dos bandas previo al revelado,
al observarse bajo luz uv de 254 nm mostré una mas, al revelarse con la solucién HS se

observaron cuatro bandas con valores de Rrde 0.147, 0.294, 0.412 y 0.612.

Figura 16: Placa cromatografica de los extractos metanolicos de A. potatorum, R. purshiana
y S. lepidophylla, con diferentes reveladores: a) luz visible, b) UV 254 nm, ¢) UV 365 nmy
d) revelador HS.

Los extractos de acetato de etilo de las tres especies mostraron una mayor cantidad de bandas

respecto al extracto acuoso y metanolico. El extracto de R. purshiana mostr6 cuatro bandas
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previo al revelado, seis a 254 nm y una a 365 nm, al revelarse con la solucién HS se
observaron seis bandas de las cuales cuatro coincidian con las observadas a 254 nm. En el
extracto de S. lepidophylla se detect6 una banda previo al revelado, al observarse bajo la luz
uv a 254 nmy revelarse con solucion HS se detectaron dos bandas con valores de Rrde 0.666
y 0.805 (Figura 17). ElI nimero de bandas que se observaron en el extracto de A. potatorum
es mayor comparado a R. purshiana y S. lepidophylla, detectandose cuatro bandas previo al
revelado, tres a 254 y 365 nm; siete al revelarse con la solucion HS. Se observd

correspondencia entre las bandas del extracto.

Figura 17: Placa cromatogréafica de los extractos de acetato de etilo de A. potatorum, R.
purshiana y S. lepidophylla, con diferentes reveladores: a) luz visible, b) UV 254 nm, ¢) UV
365 nm y d) revelador HS.

En el extracto hexanico de S. lepidophylla se observo solo una banda a 365 nm, mientras que
en el de R. purshiana fue posible detectar dos bandas que coinciden previo al revelado, a 254

nm y con el revelador HS. Una tercera banda se observo con el revelador HS (Figura 18).

El extracto hexanico de A. potatorum mostro dos bandas similares al observarse en luz uv de
254 y 365 nm. Dos bandas distintas se detectaron previo al revelado, mientras que al revelarse
con la solucion HS se observaron cinco bandas de las cuales solo una (R¢de 0.629) coincide

con una observada previo al revelado.
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Figura 18: Placa cromatografica de los extractos hexanicos de A. potatorum, R. purshiana y
S. lepidophylla, con diferentes reveladores: a) luz visible, b) UV 254 nm, ¢) 365 nm y d)

revelador HS.

No se observd en el extracto hexanico de G. globosa la presencia de bandas, mientras que en
el extracto acuoso fue posible detectar una banda a 254 nm, esta banda se observé de nuevo
al revelarse la placa con la solucién HS (Figura 19). Previo al revelado, se detectaron tres
bandas en el extracto metandlico y de acetato de etilo de G. globosa, bajo la luz uv de 254
nm estos extractos mostraron seis y cuatro bandas respectivamente. A 365nm se observaron
cuatro bandas en cada uno mientras que al revelarse con HS fue posible detectar siete.

Figura 19: Placa cromatografia de los extractos de G. globosa, con diferentes reveladores:
a) luz visible, b) UV 254 nm, ¢) UV 365 m y d) revelador HS.
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7.6.3. Cuantificacion de compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos presentes en los extractos de las cuatro especies vegetales se

reportan como miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto (tabla 16).

Tabla 16: Concentracion de compuestos fendlicos en los extractos

mg EAG/g extracto

Especie/Extracto Ac MeOH AEt Hex

A. potatorum 46278+0.017¢ 13186+0.038° 9897+0.006a° 6428+0.007°
R. purshiana 58103+0.133° 60667+0.147° 45282+0.093° 10908+0.0022
S. lepidophylla 21149+0.014° 14830+0.023° 5900+0.004%  5101+0.0052
G. globosa 21919+0.004° 15222+0.016° 10697+0.053* 6624+0.006°

Los datos se analizaron con ANOVA y post prueba Tukey, p<0.05 se considero estadisticamente
significativo. Los valores se muestran como media * desviacién estandar. (n=3)

Los extractos acuosos de A. potatorum, S. lepidophylla 'y G. globosa (46278, 21149 y 21919
mg EAG/g extracto; respectivamente) mostraron la mayor concentracion de compuestos
fendlicos respecto al resto de los extractos de estas especies; mientras que entre los extractos
de R. purshiana fue el metanolico (60667 mg EAG/g extracto) el que presento la mayor
concentracion. La menor concentracion de estos compuestos la mostré cada uno de los

extractos hexanicos de las cuatro especies vegetales.

7.6.4. Cuantificacion de flavonoides

Los datos obtenidos mediante el ensayo NaNO,-AICls se reportan como miligramos de

equivalentes de quercetina por gramo de extracto (Tabla 17).

Tabla 17: Concentracién de flavonoides en los extractos

mg EQ/g extracto

Especie/Extracto Ac MeOH AEt Hex

A. potatorum 0.023+0.001% 0.061+0.002° 0.031+0.002° 0.020+0.0012
R. purshiana 0.175+0.020° 0.134+0.003" 0.033+0.004° 0.023+0.002?
S. lepidophylla 0.034+0.003* 0.078+0.005" 0.029+0.001% 0.023+0.0012
G. globosa 0.072+0.014% 0.291+0.026° 0.463+0.020° 0.040+0.0122

Los datos se analizaron con ANOVA y post prueba Tukey, p<0.05 se considero estadisticamente
significativo. Los valores se muestran como media + desviacion estandar. (n=3)
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El extracto de acetato de etilo de G. globosa (0.463 mg EQ/g extracto), el extracto acuoso de
R. purshiana (0.175 mg EQ/g extracto) y los extractos metandlicos de A. potatorum vy S.
lepidophylla (0.061 y 0.078 mg EQ/g extracto, respectivamente), presentaron la mayor
concentracion de flavonoides. La menor concentracion de estos compuestos la mostré cada

uno de los extractos hexanicos de las especies vegetales utilizadas.

7.6.5. Correlacién de Pearson: ensayos de actividad antioxidante y cuantificacion de

compuestos

Los resultados de la correlacion entre los compuestos fendlicos y flavonoides con la actividad
antioxidante mostrada por los extractos (Anexo 16, 17, 18 y 19), se muestran en la tabla 18.

Tabla 18: Correlacion de Pearson: actividad antioxidante y cuantificacién de compuestos

5 .
Especie Ensayo Cuantificacion /o . SiBi Tipo d_e,
correlacion correlacion
Compuestos
A. potatorum  ABTS fendlicos 276 0724\ significativa
Flavonoides -74.1 0.259
Compuestos P
DPPH fenolicos 98.5 0.015 Significativa
. Flavonoides 68.7 0.313  No significativa
R. purshiana Compuestos
ABTS fendlicos 82.7 0.173  No significativa
Flavonoides 96.7 0.033 Significativa
Compuestos
S. lepidophylla  ABTS fendlicos 7.0 0930\ significativa
Flavonoides -12.3 0.877
Compuestos
DPPH fendlicos -85.7 0.143 No significativa
Flavonoides -2.9 0.971
G. globosa
Compuestos 544 0.456
ABTS fendlicos ' ' No significativa
Flavonoides -71.7 0.283

Leyenda: SiBi-Significancia bilateral

Existe una correlacion significativa en los extractos de R. purshiana para los compuestos
fenolicos y la actividad antioxidante por DPPH, asi como para flavonoides y la actividad

antioxidante por ABTS.
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8. DISCUSION

8.1. Citotoxicidad de los extractos

El ensayo realizado en A. salina indica que solo tres de los 16 extractos poseen toxicidad. El
extracto metandlico de las hojas de A. potatorum mostré mayor toxicidad (DLso= 33.5 pug/ml)
sobre los nauplios de A. salina, comparado con el valor reportado por Khade et al. (2011)
para un extracto etanolico de hojas de Agave tequilana (DLso= 923.10 pg/ml) que presentd
ligera toxicidad al estudiarse bajo condiciones similares a las de este estudio. Entre los
extractos de R. purshiana solo el extracto acuoso posee ligera toxicidad, el extracto
metandlico demostré no ser toxico (DLso>1000 pg/ml) y presentd menor toxicidad en
comparacion al valor reportado por Karchesy et al. en el 2016 (DLso= 393 pg/ml) para un

extracto obtenido con metanol.

El extracto metanolico de S. lepidophylla fue el Gnico de esta planta que mostré toxicidad, al
realizar la revision bibliografica no se encontraron antecedentes de este ensayo para especies
de Selaginella. Ninguno de los extractos obtenidos de la parte aérea de G. globosa demostro
toxicidad frente a A. salina. El extracto acuoso no presentd toxicidad como lo reportan
Bussman et al. (2011) para un extracto obtenido a partir de las hojas (DLso= >1000 pg/ml),
esto puede deberse a que las condiciones de extraccion y de colecta no fueron similares. El
extracto metandlico mostro toxicidad inferior respecto al valor reportado por Hamiduzzaman
& Zafrul (2012) para este extracto obtenido de la planta completa (DLso=20.35+0.36 pg/ml),
una de las principales diferencias en la obtencion del extracto en este trabajo respecto al de
Hamiduzzaman & Zafrul fue que s6lo se utilizé la parte aérea de la planta, mientras que ellos
al emplear la planta completa pudieron obtener los metabolitos que se acumulan en las raices,

esto pudo incrementar la concentracion de los metabolitos con actividad.

Los extractos que presentaron poca o nula toxicidad no se excluyeron de la siguiente etapa
del estudio, esto debido a que no se descarto la posibilidad de que presenten compuestos que
puedan actuar de forma especifica sobre un tipo de células sin afectar al resto, lo cual podria

justificar la ausencia de toxicidad mediante este ensayo que debe utilizarse s6lo como un
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punto de partida para el tamizaje de extractos citotoxicos (Martinez et al., 2006).De haber
presentado toxicidad frente a A. salina, se podria considerar mayor la probabilidad de que
los extractos sean citotoxicos, sin embargo, la falta de toxicidad de un extracto también es de
interés, ya que el poseer actividad citotoxica en una linea celular y no afectar a organismos
simples y sensibles como A. salina, es de importancia para el desarrollo de un medicamento
herbolario o fArmaco especifico para un tipo de cancer, esto debido a que el dafio de células
sanas es uno de los efectos secundarios mas comunes en algunos de los farmacos que se

encuentran en el mercado.

El género Agave posee especies que presentan notables propiedades farmacoldgicas entre las
que se encuentra la actividad citotoxica, Agave potatorum es una de estas especies. Este tipo
de maguey es utilizado ampliamente en Oaxaca para la produccién de mezcal debido a los
compuestos aromaticos volatiles que presenta y como planta medicinal para el tratamiento
del cancer de pulmén, ademas de otras enfermedades (Alegria, 2016; Martinez et al., 2012).
En el presente estudio se encontr6 que los extractos de acetato de etilo y hexéanico presentan
actividad citotoxica con valores de Clso menores a 2 pg/ml en la linea celular de cancer de
mama MCF-7. A pesar de gue no se encontraron antecedentes de este tipo de estudios en A.
potatorum, existen reportes de especies pertenecientes al género Agave que poseen actividad
citotoxica, como es el caso de A. americana, el extracto etandlico de hojas de esta especie
mostro actividad mediante el ensayo MTT en la linea de cancer de ovario PA-1con un valor
de Clso de 0.01 pg/ml (Khade et al., 2011). La actividad de los extractos del género Agave
puede estar relacionada a la presencia en estos de saponinas, glicésidos y fructanos, estos
compuestos han mostrado citotoxicidad en las lineas celulares de cancer cérvico-uterino
(HeLa), cancer de piel (HEp-2) y cancer de colon (Caco-2) (Diaz et al., 2017; Santos et al.,
2016; Sigma-Aldrich, 2017).

La cascara del arbol Rhamnus purshiana es utilizada en la formulacion de suplementos para
dieta, ademas de la medicina tradicional, es en estos productos donde se destaca la actividad
laxante y anticancerigena de esta especie (Estrada et al., 2012). Estudios realizados a
extractos de R. purshiana han confirmado su capacidad citotoxica en lineas celulares de

leucemia, cancer de pancreas, cancer de higado (Lin et al., 2002) y cancer de colon (Murillo
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et al., 2008). La citotoxicidad de esta especie se ha relacionado a la presencia de emodina
(considerada un inhibidor de la tirosina quinasa) y aloe-emodina, esta Gltima ha demostrado
mediante estudios in vitro capacidad para inducir la expresion de p53 y p21, proteinas que
detiene el ciclo celular en la fase G1 (Karmakar et al., 2014; Ongito, 2011). Sin embargo, en
el estudio realizado en la linea celular MCF-7 ninguno de los extractos de esta especie mostro
actividad citotoxica, esto puede deberse a multiples factores, entre los que se pueden
encontrar: especificidad de los compuestos para determinados tipos de cancer y baja
presencia de estos en los extractos, a pesar de los resultados obtenidos no se descarta la

posibilidad de que presenten actividad en otras lineas celulares.

Especies del género Selaginella como S. moellendorffii y S. bryopteris, han presentado en
sus extractos flavonoides y otros metabolitos que poseen actividad citotoxica (Kumar et al.,
2011; Yuetal., 2017), estos compuestos podrian estar presentes en otras especies del género
como Selaginella lepidophylla. Esta planta nativa del desierto de Chihuahua (Figueroa et al.,
2004), cuenta con un estudio realizado mediante el ensayo MTT de un extracto acuoso
(infusion-parte aérea) en la linea celular de cancer de colon HT-29, donde se encontré que
el extracto es capaz de disminuir aproximadamente un 80% de la actividad enzimatica
mitocondrial de las células utilizando una concentracion mayor a 7.5 mg/ml, mientras que a
dosis inferiores a 2.5 mg/ml se observa un incremento en la actividad enzimatica,
requiriéndose una dosis elevada del extracto en comparacion con otras especies (Herrera et
al., 2015). Este antecedente podria justificar junto a otros factores la falta de actividad de los

extractos de S. lepidophylla analizados en este trabajo.

A traves de diferentes estudios se ha demostrado que extractos obtenidos a partir de
Gomphrena globosa poseen actividad citotdxica, anticancerigena y/o antineoplasica (André
et al., 2003; Orhan, 2012). En este estudio los extractos obtenidos de la parte aérea con agua
y metanol no mostraron actividad citotoxica. Los extractos de acetato de etilo (AEt) y hexano
(Hex) presentaron actividad (Clsp= 0.118 y 27.710 pg/ml, respectivamente) destacando el
extracto AEt, que posee el menor valor de Clso. Los extractos AEt y Hex poseen una Clso
1,605 y 5.84 veces menor de acuerdo al valor reportado por Latha & Rajendran (2013) para

un extracto de cloroformo (Clso= 189.5 pug/ml) de la parte aérea de la planta probado en una
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linea celular de cancer de piel (A-431), mediante el ensayo MTT. El antecedente y los
resultados obtenidos en este estudio indican mayor actividad citotdxica en los extractos
menos polares, Latha & Rajendra (2013) sugieren que dicha actividad puede deberse a los
compuestos fendlicos presentes en estos extractos, aunque no se descarta la posibilidad de
que metabolitos como las betacianinas (que han demostrado actividad antioxidante y
quimiopreventiva) sean los responsables de la citotoxicidad mostrada (Spéma & Slawomir,
2016).

8.2. Actividad antioxidante de los extractos

En la actualidad, se han determinado diversos factores que podrian estar implicados en el
desarrollo del cancer, entre estos se encuentra el estrés oxidativo, el cual es capaz de alterar
la estructura y funcion de las células acelerando el deterioro celular y la carcinogénesis
(Delgado et al., 2010; Venéreo, 2002). El estrés oxidativo es ocasionado por los radicales
libres, que pueden ser generados por las células cancerigenas y desempefian un papel
importante en la propagacién del cancer, debido a que son capaces de ocasionar un dafio en
el ADN mediante la modificacion de las bases nitrogenadas (Martinez, 2007). La actividad
de los radicales libres puede disminuirse e inhibirse en su totalidad mediante la
administracion de compuestos antioxidantes, reduciendo asi el riesgo del cancer e inhibiendo
la proliferacion del dafio (Shekhar & Anju, 2014). Existen reportes de compuestos
antioxidantes aislados de especies vegetales que presentan actividad anticancerigena o
citotoxica, es por ello que en este estudio se determing si los extractos mostraban este tipo de
actividad, ya que la informacion obtenida podria servir como punto de partida para la

elucidacién del mecanismo de accion.

El ensayo DPPH in situ fue el primero en realizarse, en este se logro observar compuestos
con actividad antiradical en los cuatro extractos de R. purshiana y G. globosa. Al realizar el
ensayo DPPH in vitro, las cinéticas obtenidas durante 10 min a una concentracién de 17
mg/ml corroboraron que los extractos de R. purshiana y G. globosa presentan actividad
antiradical mediante este ensayo. La cantidad de miligramos de equivalentes de trolox por

gramo de extracto obtenidos en los extractos de R. purshiana (Ac=1.924, MeOH=1.982,
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AEt=1.764 y Hex=0.439 mg ET/g extracto), fue inferior a la reportada por Pereira (2016)
para un extracto metandlico (3.22 g ET/ 100 g extracto), lo que indica una mayor cantidad
de compuestos antioxidantes. Los valores de Clso son mayores en los extractos menos polares
de esta especie. Los extractos de G. globosa poseen una menor cantidad de miligramos de
equivalentes de trolox por gramo de extracto, comparado con el valor reportado para el
extracto acuoso a partir de flores (7.443 mg ET/g extracto) obtenido por Lin et al. (2015).
Los extractos menos polares (actividad citotdxica) de la parte aérea de esta especie mostraron
un mayor valor de Clso respecto a los extractos acuoso (Clso=421+11.4 pg/ml) y metandlico
(Cls0=427.6£11.2 pg/ml) obtenidos a partir de las inflorescencias de esta especie por Silva
et al. (2012).

Los extractos de A. potatorum (actividad citotoxica) y S. lepidophylla no mostraron actividad
antiradical mediante el ensayo DPPH, es por ello que con el fin de conocer la actividad de
estos extractos se realizd el ensayo ABTS. Las cinéticas de los extractos de las cuatro
especies demostraron la actividad antiradical de estos, alcanzando (en algunos casos) mas
del 80% de inhibicion del ABTS. No se encontraron antecedentes para los extractos de A.
potatorum, sin embargo, puede destacarse el extracto de acetato de etilo, ya que presento la
mayor concentracion de antioxidantes (mg ET/ g extracto) y el menor valor de Clso. La
cantidad de miligramos de equivalentes de trolox por gramo de extracto obtenidos en los
extractos de R. purshiana Ac=0.189, MeOH=0.192, AEt=0.177 y Hex=0.148 mg ET/g
extracto) fueron menores al valor reportado por Pereira (2016) (5.10 g ET/ 100g extracto),
sin embargo, el extracto metanélico demostrd poseer buena capacidad antiradical con un bajo
valor de Cls (2.588 mg/ml).

Los extractos de S. lepidophylla mostraron una baja concentracion de antioxidantes, el
menor valor de Clso lo presentd el extracto de acetato de etilo. No se encontraron antecedentes
para este ensayo. Lin et al. (2015) reportaron para un extracto acuoso obtenido de las flores
de G. globosa una concentracion de compuestos antioxidantes de 11.63 mg ET/g extracto,
este valor es entre 57 y 68 veces mayor que el de los extractos obtenidos en este estudio, el

valor de Clso fue similar para los extractos de mayor polaridad (Ac, MeOH y AEt).
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Las Clso de los extractos para el ensayo ABTS son inferiores respecto a las determinadas
mediante el ensayo DPPH, esto puede deberse entre otros factores, a la capacidad que tiene
el radical ABTS para reaccionar facilmente con diferentes compuestos reductores en un

amplio rango de pH, incluyendo antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Mesa et al., 2010).

Los compuestos fendlicos se consideran el principal grupo de antioxidantes en las plantas,
estos compuestos son los mas empleados y estudiados en los ensayos para la elucidacion del
mecanismo de accion de compuestos antioxidantes en células cancerigenas (Génzalez et al.,
2015). La presencia de estos compuestos en un extracto puede determinarse mediante
ensayos espectrofotométricos, como el ensayo de Folin-Ciocalteu. Los resultados obtenidos
mediante este ensayo demostraron una mayor concentracién de compuestos fenolicos en el
extracto metanolico de R. purshiana y los extractos acuosos de A. potatorum, S. lepidophylla
y G. globosa; que se debe principalmente a la naturaleza polar de estos compuestos (Méndez,
2016). La concentracion de los compuestos fendlicos en A. potatorum fue 60.2 y 33,551
veces mayor en los extractos acuoso y metandlico respecto a los valores reportados por
Rizwan et al. (2012) para extractos de hojas de A. attenuata preparados con metanol y hexano
(MeOH= 0.393 y Hex= 0.105 mg EAG/g extracto). Los cuatro extractos obtenidos de R.
purshiana presentaron una elevada cantidad de miligramos de equivalentes de &cido galico
por gramo de extracto, destacando el extracto metandlico cuya concentracion es
aproximadamente 1,450 veces mayor a la reportada para un extracto similar (41.79 + 1.36
mg EAG/g extracto) por Pereira (2016).

En el extracto acuoso de S. lepidophylla, Herrera et al. (2015) reportaron una concentracion
de compuestos fendlicos de 0.008 mg EAG/ g extracto, este valor es considerablemente
inferior a la concentracion presente en los cuatro extractos analizados de esta especie. El
extracto acuoso de G. globosa present6 la mayor concentracion de compuestos fendélicos, que
es 4,537 veces mayor a la reportada por Lin et al. (2015) para el extracto acuoso de flores de
esta especie (4.83 £ 0.20 mg EAG/g extracto); el extracto metanolico y hexanico exhibieron
menor concentracion de estos compuestos en relacion al extracto acuoso, sin embargo, al ser

comparado con valores reportados para estos extractos (MeOH= 41.02+0.049 vy
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Hex=57.12+0.265 mg EAG/g extracto) la concentracion obtenida fue 371y 115 veces mayor

respectivamente (Hamiduzzaman et al, 2012).

Las concentraciones de compuestos fendlicos obtenidas en los extractos de las cuatro
especies, son mayores a las reportadas en los antecedentes encontrados, estas
concentraciones dependen de diversos factores entre los que se encuentra el 6rgano de la
planta utilizado como material vegetal en el estudio, ya que la acumulacion de los compuestos

no es homogénea entre los 6rganos de la planta.

Uno de los grupos principales que forman parte de los compuestos fendlicos son los
flavonoides, este grupo presenta 13 subclases, las de mayor interés farmacologico son:
flavonas, flavonoles, isoflavonas, catequinas y flavononas; que presentan en su estructura
una gran cantidad de grupos hidroxilos utiles en la captura de los radicales libres
(Balasundram et al., 2006; Reis, 2013; Tovar, 2013). Existen flavonoides que ademas de
poseer actividad antioxidante, han demostrado actividad citotoxica y capacidad para inhibir
el crecimiento y proliferacion de células de cancer humanas (Elansary, 2014); debido a ello,
se consider0 entre las técnicas a desarrollar la cuantificacion de estos compuestos en los

extractos mediante el ensayo NaNO2-AlCla.

Los extractos metanolico y hexanico de Agave potatorum mostraron una baja concentracion
de flavonoides respecto a los valores reportados en extractos de A. attenuata (MeOH=3.048
y Hex= 0.433 mg EC/g extracto) por Rizwan et al. (2012), los resultados obtenidos en este
trabajo se compararon entre especies del mismo género debido a que no se encontraron
antecedentes para A. potatorum. El extracto metanolico de R. purshiana obtenido por Pereira
(2016) presentd una concentracion de flavonoides de 19.51 mg EQ/ g extracto, este valor es
considerablemente mayor a las concentraciones determinadas en este estudio (Ac=0.175,
MeOH=0.134, AEt=0.033 y Hex=0.023 mg EQ/g extracto).

No se encontraron antecedentes de cuantificacion de flavonoides para S. lepidophylla, sin
embargo, al comparar los valores obtenidos con los reportados por Sousa et al. (2012) para

extractos de acetato de etilo (155.7+6.21 mg EC/g extracto) y etandlico (62.13+4.10 mg EC/g
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extracto) de S. convoluta, las concentraciones obtenidas de flavonoides en este estudio son
inferiores. El extracto acuoso de G. globosa (0.45mg ER/ g extracto) obtenido por Lin et al.
(2015) mostré una concentracién de flavonoides similar a la obtenida en el extracto hexanico
(0.040 mg EQ/qg extracto), e inferior respecto a las concentraciones presentes en los extractos
restantes de esta especie (Ac=0.072, MeOH=0.291 y AEt=0.463 mg EQ/g extracto).

Los resultados muestran una mayor concentracion de flavonoides en los extractos polares de
A. potatorum, R. purshiana y S. lepidohylla; mientras que en G. globosa se observé mayor
concentracion en un extracto de menor polaridad. La presencia y variacién en la
concentracion de los flavonoides en los cuatro extractos de cada especie se debe
principalmente a la amplia polaridad de estos, que se atribuye a las sustituciones que

presentan en su estructura quimica (Cartaya & Reynaldo, 2001).

Entre los primeros pasos para la elucidacion del mecanismo de accion de un antioxidante, se
encuentra el establecimiento de correlaciones entre los ensayos y las cuantificaciones
realizadas (Mesa et al., 2010). Es por ello que se determind la correlacion entre los resultados
obtenidos en los ensayos y cuantificaciones mediante el método de Pearson (Tabla 18). Los
resultados solo mostraron una correlacion significativa entre compuestos fenélicos-ensayo
DPPH vy flavonoides-ensayo ABTS de los extractos de R. purshiana, lo cual indica que la
actividad detectada mediante estos ensayos podria estar relacionada principalmente a la
presencia de estos compuestos en los extractos de esta especie, sin embargo, no se

encontraron estudios que corroboren esta correlacion.

8.3. Perfil fitoquimico

Las plantas poseen dos tipos de metabolismo: primario (encargado de la sintesis de los
compuestos de principal necesidad) y secundario (produce compuestos que pueden presentar
actividad biolégica) (Villa et al., 2011). Los metabolitos generados por el metabolismo
secundario son sintetizados en respuesta a la adaptacion de las plantas al medio, desempefian
una o varias funciones especificas en la planta que los posee y presentan una distribucion

limitada (Avalos & Pérez, 2009). La actividad de los extractos obtenidos de plantas esta
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relacionada a la concentracion y naturaleza de los compuestos que posee, es por ello que la

determinacion de los tipos de metabolitos presentes en un extracto es de suma importancia.

La fase mavil seleccionada para el analisis por cromatografia en capa fina (acetato de etilo-
metanol-agua 100:13.5:10), es utilizada para el estudio de grupos de compuestos como:
antraglicosidos, principios amargos, alcaloides, flavonoides y saponinas (Wagner & Bladt,
2001). Las placas se revelaron bajo luz uv de 254 nm (longitud de onda de excitacion del
indicador presente en la placa) y 365 nm, revelando bandas a 254 nm para dos extractos de
A. potatorum (color: Café-AEt, verde-Hex), cuatro de R. purshiana (color: café-Ac,
MeOH,AEt, Hex), dos de S. lepidophylla (color: cafée-MeOH, AEt) y tres de G. globosa
(color:verde tonalidad baja-Ac, MeOH, verde tonalidad alta-AEt). Estas bandas podrian
corresponder a los siguientes compuestos detectables a 254 nm: antraglicésidos, cumarinas,
flavonoides, alcaloides, polifenoles, iridoides, cetonas, aldehidos, acidos o esteres. Se
observaron bandas a una longitud de 365 nm en tres extractos de A. potatorum (color:
Magenta-MeOH y Hex, Purpura-AEt), uno de R. purshiana (color:Turquesa-AEt ), dos de S.
lepidophylla (color: Turquesa-MeOH, Hex) y dos de G. globosa (color: magenta-MeOH,
AEt). Las bandas observadas podrian corresponder a los siguientes compuestos detectables
a 365 nm: terpenoides, principios amargos, glicosidos, saponinas, cumarinas, flavonoides o
antraglicdsidos (Sherma & Fried, 2005; Wagner & Bladt, 2001).

Utilizando una solucion del revelador HS (hidrozibensaldehido-acido sulfurico), se detectd
la presencia de posibles componentes de aceites esenciales y saponinas (color lavanda, rosa
y pUrpura en bandas) en el extracto de acetato de etilo y el hexanico de A. potatorum, en los
cuatro extractos de R. purshiana y en los extractos metandlico y de acetato de etilo de G.
globosa. En los extractos metandlico y de acetato de etilo de S. lepidophylla se observaron
posibles feniletanoides (bandas color amarillo) (Gomez, 2011). Los valores de Rs
determinados después de revelar la placa con la solucion HS no se consideraron Utiles para
la elucidacién de metabolitos especificos, esto debido a la falta de un compuesto de referencia
y a que este valor puede variar facilmente de acuerdo a la composicion de la fase mavil, el
tipo de fase estacionaria y la temperatura a la que se realiz6 el andlisis. Sin embargo, de

acuerdo a las fases utilizadas, aquellas bandas que mostraron un bajo valor de R¢ podrian
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indican la presencia de compuestos polares como alcoholes, fenoles, acidos carboxilicos,
derivados de estos, entre otros; mientras que las bandas con un valor de R alto indicarian la

presencia de alcanos, alquenos aromaticos, derivados de estos, entre otros (Koreeda, 2011).

La deteccion de los grupos de compuestos presentes en los extractos de las cuatro especies
se realizd6 mediante técnicas especificas. Se detectd en los extractos de A. potatorum la
presencia de fitoesteroles, carbohidratos, saponinas, aceites, grasas y compuestos fenolicos;
algunos de estos metabolitos se han detectado en otras especies de Agave como A. sisalana,
donde se detecto en un extracto acuoso de hojas la presencia de saponinas y otros compuestos
como terpenos, glicésidos, taninos y flavonoides (Ade et al., 2011). Se observo la presencia
de aceites, cumarinas, compuestos fenolicos, fitoesteroles, flavonoides, proteinas y saponinas
en los extractos de R. purshiana; los antecedentes de esta especie muestran (ademas de
polifenoles, aceites y cumarinas) la presencia de antraglicosidos, taninos y ceras (Angeh,
2006; Estrada et al., 2006; Karmakar et al., 2014).

Los ensayos realizados en S. lepidophylla muestran la presencia de fitoesteroles, flavonoides,
cumarinas, saponinas, proteinas, aceites, grasas y compuestos fenolicos; estos compuestos
con excepcion de los fitoesteroles han sido reportados en esta especie ademas de alcaloides,
carbohidratos, terpenoides, lipidos, quinonas y taninos (Hernandez, 2010; Meléndez et al.,
2014; Yobi et al., 2012). En los extractos de G. globosa se encontraron flavonoides,
alcaloides, cumarinas, saponinas, carbohidratos, aceites, compuestos fenélicos y grasas; estos
compuestos ya se han detectado en esta especie en conjunto con taninos, quinonas, terpenos,

esteroides, fitoesteroles y azucares reductores (Arthi & Prasanna, 2016; Rufino et al., 2011).

La variacion observada en la concentracion y tipo de metabolitos presentes en los extractos
analizados esta en funcién de factores como: el origen, tipo, grado de procesamiento y
contenido de humedad del material vegetal; ademas de las caracteristicas de la extraccion
(tiempo, tipo y temperatura de extraccion; concentracion y naturaleza del solvente) (Tiwari
etal., 2011).
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9. CONCLUSIONES

El conocimiento adquirido de generacién en generacion por los médicos tradicionales
continda siendo una fuente confiable para el anélisis de nuevas especies vegetales con
potencial actividad citotoxica, como las que se seleccionaron para este trabajo (Agave

potatorum, Rhamnus purshiana, Selaginella lepidophylla).

Los extractos de Acetato de etilo de A. potatorum y G.globosa presentaron mayor actividad
citotoxica sobre la linea celular MCF-7, sin embargo, no mostraron toxicidad en A. salina.
El extracto de A. potatorum mostré actividad antioxidante mediante el ensayo ABTS
presentando el menor valor de Clsg entre los extractos de esta especie. Mientras que en el
extracto de G. globosa se observo actividad antioxidante con el ensayo DPPH y ABTS, los
valores de Clso fueron inferiores a los que presento el extracto hexanico que posee también
actividad citotoxica. Los extractos de ambas especies mostraron gran concentracion de

compuestos fendlicos y la presencia de grupos de metabolitos de distinta naturaleza.

El resto de los extractos que no mostraron actividad citotoxica presentaron actividad
antioxidante y una buena concentracion de compuestos fenolicos, estos extractos podrian

contemplarse como una fuente de compuestos antioxidantes.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar analisis quimicos que permitan elucidar los metabolitos responsables de la actividad
citotoxica presentes en los extractos de acetato de etilo y hexénicos de A. potatorum y G.

globosa.

Establecer una correlacién entre la actividad citotoxica y antioxidante de los extractos de

acetato de etilo y hexanicos de A. potatorum y G. globosa.
Determinar el mecanismo de accién de los compuestos activos.

Valorar la factibilidad de realizar ensayos en otras lineas celulares con los extractos que no
presentaron toxicidad en A. salina y citotoxicidad en la linea celular MCF-7, con el fin de

detectar posibles compuestos activos especificos.
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Anexo 1. Formato de entrevista

UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN
INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA
JAEL JARIM AGUILAR RAMIREZ
ENCUESTA: Plantas Medicinales para el tratamiento del cancer y sus sintomas.

_Jugo INFORMACION PERSONAL

Nombre:

Direccion:

Teléfono:

INFORMACION GENERAL DE LA PLANTA
Nombre Comun:

Nombre cientifico:
Habitat:

COLECTA DE LA PLANTA
Lugar:
Temporada de colecta:

Tratamiento/manipulacion

Durante la floracién Antes de florear

Estadio de la planta: , .,
P Después de la floracién

TIPO DE CANCER PARA EL QUE SE UTILIZA:

___Mama ___Colon ____Cérvico-uterino
___ Préstata ____Pulmén ____Leucemia
____Higado ___Rifdn ___Estémago
___Ovario ____laringe ___Bronquios
__Cerebro ____Pancreas Otro:
ACTIVIDAD RELACIONADA ADEMAS DE LA ANTICANCERIGENA:
__Si ¢Cual?
___No
ORGANO UTILIZADO:
___Hojas ___Raiz ___Tallos ___Fruto
___Corteza ____Flores ___Rizoma ___Bulbo
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PREPARACION:

___Planta sola
___Planta en combinacién con otra
Nombre: Parte utilizada:
SECADO Y CONSERVACION
Secado: __Si Método
___No
Conservacion:
METODO DE PREPARACION
____Infusién ___Decocciodn ___Inhalacién
___Jarabe ___ Cataplasma ____Maceracion
___locién ___Bafo ____Compresa
___tintura ____colirio ____Enjuague bucal
___lrrigacion Otro:
ADMINISTRACION
Dosis:
Poblacién dirigida: ____Adultos ____Nifos ____Jovenes
Sexo: ___Hombre ___Mujer

Modo de consumo:

NOTAS:
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Anexo 2. Nauplios de Artemia salina utilizados en el ensayo de toxicidad

Anexo 3. Células de la linea MCF-7 utilizadas en el ensayo SRB
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Anexo 4. Curvas de los controles utilizados en el ensayo SRB

Curva Camptotecina
100.0 -
80.0 -

y =-38.865x - 10.945
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40.0 H
20.0 ~
r T T T T T 979_ T T 1

-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 ofo 0.5 1.0 1.5
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-80.0 -
Log (mg/ml)

Curva Paclitaxel
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600 1  y=-15.637x + 10.979
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20.0 A
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-30.0
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Anexo 5. Curva trolox para el ensayo de captacion del radical DPPH®

CURVA Trolox-DPPH

0.9
0.8
0.7
< 0.6
£ 0.5 A
<04
0.3
0.2
0.1

0 . . . . .

0 5 10 15 20 25

concentracion (pg/ml)

y =-0.0195x + 0.8244
R2=0.995

Anexo 6. Curva trolox para el ensayo de captacion del radical ABTS*

CURVA Trolox-ABTS

1.0
0.9
0.8
0.7
~ 0.6
Eo05 -

y =-0.2119x + 0.7512
R2=0.996

0.3
0.2
0.1

0.0 . . .
0 0.5 1 1.5 2 2.5
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Anexo 7. Curva de acido galico para la cuantificacién de compuestos fendlicos

Curva de Acido Galico
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Anexo 8. Curva de quercetina para la cuantificacion de flavonoides

Curva de Quercetina

091 y=0.0693x +0.0347
0.8 - R2 = 0.995
0.7 -

~0.6
50.5 1
<04 -
0.3 A
0.2 -
0.1 -
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Anexo 9. Solucion HS
5 mg de 4-hidroxibenzaldehido
900 ml de etanol

100 ml de &cido sulfurico

Anexo 10. Reactivo Mayer
13.58 g de cloruro de mercurio
50 g de yoduro de potasio
1 L de agua destilada

Anexo 11. Reactivo Wagner
12.7 g de yodo
20 g de yoduro de potasio
1L de agua destilada

Anexo 12. Solucion de Fehling
A. 34.669 de sulfato de cobre
0.5L de agua destilada
B. 173 g de tartrato sodico y potésico
50 g de hidroxido de sodio
0.5 L de agua destilada
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Anexo 13. Resultados de la encuesta

Especies por lugar de colecta

= Desconocido ® Huautla Santos Reyes Papalo
m Santiago Nacaltepec = San José Chiltepec m Concepcidn Péapalo
= San Andrés Teotilalpan = Tlacolula Tenango
m Usila H Teotila
Especies colectadas por Especies por estadio de
temporada colecta

1

=1

Desconocido
= 14 = Durante la floracion
m Despues de la floracion

Verano = Otofio = Todas las temporadas
m Todas
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Usos de las especies ademas del tratamiento de

cancer
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Especies utilizadas por tipo de cancer
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Parte utilizada de la planta

Raiz
Fruto
Corteza
Jugo
Bulbo
Tallos
Flores
Hojas

o
N
SN
(o3}
00
S

Método de preparaciéon

[
o
)

O P N W Hh 01 O N O ©
T TR TR T T N SR N |

Infusion Decoccion Licuado Bafio

Preguntas y puntuacion de las respuestas.
Nota Los puntos se asignaron de acuerdo a la relevancia que tenia la pregunta para el
trabajo: alta-4 puntos, media-3 puntos y baja-2 puntos.

Planta ideal:30 puntos

¢ Es facil de colectar durante el afio? Si(4) No (0)
¢ Se puede colectar en cualquier estadio? Si(3) No (0)
¢Es utilizada para un tipo especifico de cancer? Si(4) No (0)
¢ Es utilizada para tratar otro padecimiento ademas del cancer? Si(2) No (0)
¢Se utiliza un organo especifico de la planta? Si(3) No (0)
¢la planta se utiliza en combinacion con otra? Si(0) No(3)
¢se conoce la cantidad de planta utilizada? Si(2) No (0)
Numero de médicos tradicionales que la recetan Uno(0) >2 (2)
¢Existen estudios de actividad citotdxica de la planta? Si (4) No (0)
¢Existen estudios de actividad antioxidante de la planta? Si (3) No (0)
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Anexo 14. Célculo del Clsg para el ensayo de captacién del radical DPPH*

Clg, R. purshiana

100 -
90 -
80 A
70 -
60 -
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O « T T T T 1
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Clg, G. globosa
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Anexo 15. Calculo del Clso para el ensayo de captacion del radical ABTS™

Clg, A. potatorum

% inhibicién
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Cly, S. lepidophylla

% inhibicion

O A T T T T T T T T T 1
0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25

Concentracion (mg/ml)

AcC MeOH AEt Hex

Clg, G.globosa

% Inhibicién

0 ~ T T T T 1
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Anexo 16. Correlacién de Pearson para resultados del ensayo DPPH y cuantificacién de
compuestos fenolicos

A) Extractos de R. purshiana

B) Extractos de G. globosa
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Anexo 17. Correlacién de Pearson para resultados del ensayo DPPH y cuantificacién de
flavonoides

A) Extractos de R. purshiana

B) Extractos de G. globosa
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Anexo 18. Correlacion de Pearson para resultados del ensayo ABTS y cuantificacion de
compuestos fenolicos

A) Extractos de R. purshiana

B) Extractos de S. lepidophylla
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C) Extractos de A. potatorum

D) Extractos de G. globosa
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Anexo 19. Correlacién de Pearson para resultados del ensayo ABTS y cuantificacién de
flavonoides

A) Extractos de R. purshiana

B) Extractos de S.lepidophylla
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C) Extractos de A. potatorum

D) Extractos de G. globosa
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Anexo 20. Fichas informativas de las especies seleccionadas

Agave potatorum (Maguey de Papalomé)

Nombre comun: maguey tobala, maguey del pasmo, maguey de papalomé o
papalometl (Mancilla, 2006).

Habitat: Esta especie crece y reside en sitios ubicados entre 1300 a 2400 m sobre el
nivel del mar en suelos arenosos derivados de rocas calizas. Es parte de la selva baja
caducifolia y el matorral xerofilo (Garcia, 2010).

Distribucion: En Puebla y ampliamente en Oaxaca (Huajuapan, Coixtlahuaca,
Cuicatlan, Etla, Centro, Ixtlan, Miahuatlan, Mixe, Tlacolula, Sola de Vega, Zaachila 'y
Zimatlan) (Larson & Neyra, 2004; Martinez & Bautista, 2013).

Usos: Produccion de mezcal, ornamental, como alimento y en remedios de medicina
tradicional. La base de las hojas se utiliza para elaborar dulce de maguey y la estructura

floral como alimento, mientras que la savia se usa en medicina tradicional para

decoracion (Bautista et al., 2015). Las hojas de esta especie se utilizan para la
produccién de mezcal, el bagazo que se obtiene al final del proceso cuenta ya con
estudios para su aprovechamiento como soporte en la elaboracion de biofiltros (Tovar
etal., 2016).

Descripcion: A. potatorum es una planta perenne que puede presentar de 30 a 100 hojas
suculentas y erectas (15 a 35 cm de largo y 8 a 10 cm de ancho) dispuestas de forma
simétrica alrededor de un tallo pequefio, conformando una roseta abierta. Su
inflorescencia paniculada alcanza hasta seis metros de altura. Las flores de esta especie
forman racimos y presentan color verde claro a amarillo, o con tonos verde a rojizo
(Félix, 2014). Esta especie cuenta con mas de 33 variedades y es de importancia en
México debido a su uso en actividades nutricionales, forestales, econdémicas y culturales

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
| disminuir dolores internos y externos. La planta se siembra en macetas o jardines para
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
: (Mota, 2013).
I
I
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Rhamnus purshiana (Cascara sagrada)

Nombre comun: Céascara sagrada, ciscara amarga.

Haébitat: Es posible encontrar esta especie en bosques de coniferas.

Distribucion: México y la costa del pacifico.

Usos: Esta especie considerada como una planta venenosa presenta compuestos con
efecto laxante y de estimulacion pancreética. Se utiliza en medicina tradicional para
tratar: estrefiimiento, artritis, presion arterial, hemorragia, diabetes, cancer de colon y
problemas renales (Lopez & Pérez, 2010; Ramos, 2012). Se ha propuesto que esta
especie presenta también actividad como: antifungico, antimutagénico, anticancer,
antioxidantes; ademas de ser util en el tratamiento de fiebres, trastornos oculares y
enfermedades respiratorias (Aarland et al., 2015; Giavina et al., 1997). Asimismo, se
han encontrado compuestos con actividad antiviral, Gtiles para el tratamiento del herpes
(Sydiskis & Owen, 1987).

Descripcion: R. purshiana es un arbusto caduco alto que alcanza entre 6 y 15 m de
altura, presenta hojas alternas y ovales de color verde oscuro (Vettraino et al., 2006).
Las inflorescencias son racimos axilares con varias flores pequefias de color blanco
verdoso, los frutos maduros son pequefias drupas de color negro. La corteza presenta
una coloracion de gris pardusca a marron-rojiza, la cara interna es amarilla-rojiza o casi
negra mientras que la fractura es de color amarillo (Estrada et al., 2006). La corteza
fresca presenta un sabor amargo y puede causar un efecto laxante demasiado fuerte, es
por ello que se almacena al menos durante un afio antes de su uso (Van Den Berg et al.,
1987).
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Selaginella lepidophylla (Doradilla)

Nombre comun: Doradilla, planta de la resurreccion, flor de Jericd, siempre viva, flor
de piedra, flor de roca, magora (Lakhar et al., 2015).

Hébitat: Esta especie reside en zonas aridas y bosques de coniferas entre los 1000 a
3000m sobre el nivel del mar. Es posible encontrarla cerca de rios y arroyos.
Distribucion: Esta especie es nativa de México y es posible encontrarla en los
siguientes estados: Chiapas, Chihuahua, Ciudad de México, Durango, Estado de
México, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla y San Luis Potosi
(Estévez et al., 2013; Subsecretaria de fomento y normatividad ambiental, 2008).

Usos: Medicinal y ornamental. En medicina tradicional para el tratamiento de

diarrea, reumatismo, infecciones urinarias, cancer, neumonia, dolor de cabeza y fiebre.
La infusidn de esta especie completa se consume para aliviar los resfriados, la decoccion
de la doradilla con “cola de caballo” se consume para el tratamiento de enfermedades
renales (Gechey et al., 2014; Rupa & Lakshi, 2014; UNAM, 2009).

Descripcion: S. lepidophylla presenta tallos arrosetados y ramificados desde la base
con una altura de hasta 5 cm, sus hojas axilares son ovado oblongas mientras que las
laterales son ampliamente ovadas y rojas en el envés. Se reproduce por esporas
(Sanchez et al., 2017). Esta especie es considerada una planta de la resurreccion debido
a la capacidad que posee de secarse, enrollarse y sobrevivir periodos de sequia, sin
embargo; después de repetidas sequias y rehidrataciones pierde viabilidad para regresar

I
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: enfermedades del rifion, ulceras gastricas, infecciones de estomago, dolor de huesos,
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
| asu estado natural (Adams et al., 1990).
I
I
I
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Gomphrena globosa (Amaranto globo)

Siempre viva (Vera, 2014)

Nombre comun: Amaranto globo, siempre viva.

Habitat: Crece en suelo drenado, en zonas calidas.

(Hamiduzzaman, 2014).

Usos: Medicinal y Ornamental. En medicina tradicional se utiliza la raiz para el
tratamiento de la caida dental (Waize & Martinez, 2011). Las hojas son utilizadas como
antiespasmaodico, mientras que las flores se usan como sedantes y para tratar heridas
(Gupta, 2006). Se utiliza también para detener hemorragias de la nariz, como calmante
de los nervios, para tratar problemas de la prdstata (Lans, 2007).

Descripcion: G. globosa es un arbusto anual erecto o rastrero que alcanza una altura
entre 0.2 y 0.4 m. Presenta un tallo cilindrico grueso, hojas verdes opuestas de 7 a 11
cm de largo e inflorescencias simples con flores de color magenta, rosa, amarillo o

I
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I
I Distribucion: Esta especie se encuentra en Norte América, Sur América e India
I
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I .
I blanco (Gilman & Howe, 2014; Vera, 2014).
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