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Resumen

A. curassavica (Apocynaceae), es una herbacea utilizada en la medicina tradicional como antiinflamatoria,
anestésica, dermatoldgica, emética y antitumoral. Entre las sustancias bioactivas que caracterizan a esta
especie se encuentran los alcaloides derivados de la 2-metoxi-pirazina y glicdsidos cardiotonicos como
calotropina, calactina, asclepina, curassavicina y calotoxina. Estos ultimos han presentado actividades
citotoxicas en lineas celulares A549, K562, MCF-7, MDA-MB-231, HepG2, SiHa y Raiji. En base en lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue analizar fitoquimicamente un extracto hidroalcohdlico (70:30) de A. curassavica
mediante métodos colorimétricos; asi como su actividad antioxidante en un modelo murino de cancer inducido
con oxido de niquel (NiO). El andlisis fitoquimico consistié en una serie de reacciones especificas para cada
metabolito secundario (glicésidos cardiotonicos (Baljet, Lieberman y Keller), alcaloides (Dragendorf y Mayer),
taninos (gelatina-sal), flavonoides (Shinoda), saponinas (espuma), cumarinas (Hidroxamato férrico),
antroquinonas (Borntrager), esteroides vy triterpenos libres (Lieberman) y lactonas sesquiterpénicas (Lieberman e
Hidroxamato férrico)). La actividad antioxidante fue analizada in vivo administrando 35 y 20 mg/kg de extracto
durante nueve dias, evaluando parametros de estrés oxidativo como 6xido nitrico (NO) y el sistema antioxidante
de catalasa (CAT). Se identifico la presencia de alcaloides, flavonoides, glicésidos cardioténicos, cumarinas,
lactonas sesquiterpénicas, esteroides y triterpenos libres. Los resultados indican que el tratamiento con extractos
de A. curassavica disminuyen significativamente la concentracion de éxido nitrico plasmatico, siendo mayor para
el grupo tratado con el extracto de flor (18.65 pM). Con respecto a la actividad de catalasa se observd un
incremento de 0.000036 UCat/mg proteina en el grupo tratado con el extracto hidroalcohdlico de tallo. En
condiciones experimentales se demostr6 que el extracto hidroalcohdlico A. curassavica ejerce un efecto

antioxidante en un modelo murino de cancer inducido con NiO.
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l.- INTRODUCCION

Un radical libre (RL) es una molécula o atomo que contiene un electréon desapareado en su orbita externa, lo
que le imprime una inestabilidad y reactividad. Estos RL pueden formarse a través de tres biomecanismos;
transferencia electronica, pérdida de un protén de la molécula y ruptura homolitica de un enlace covalente. Su
vida media es de nanosegundos a milisegundos, tiempo necesario para captar un electrén de las biomoléculas,
con el fin de lograr su estabilidad electroquimica.m Una vez que el radical ha conseguido sustraer el electron que
necesita, la molécula estable que lo pierde se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrén
desapareado, iniciandose asi, una reaccién en cadena.’ Debido a que estas especies reactivas no poseen
receptores especificos, tienen una capacidad de agresion indiscriminada sobre los sistemas bioldgicos celulares

como proteinas, fosfolipidos de membrana celular, acidos nucleicos (ADN) y lipoproteinas de baja densidad.*

Productos de nuestro metabolismo celular son biogenerados en mitocondrias, lisosomas, peroxisomas,
membrana nuclear, citoplasma y reticulo endoplasmico, entre los que destacan distintos tipos de radicales libres,
como las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO: O, 02'2, HO,, 'OH), Nitrégeno (ERN: 'NO, NO*, NO', ONOO,
CIOH), entre otros.>®® Existen factores fisicos (radiaciones ionizantes) y quimicos (contaminacién ambiental,
medicamentos, aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos como pesticidas, herbicidas y
fungicidas)7, que contribuyen a la generacién de mas radicales libres. En condiciones fisiologicas normales, el
organismo mantiene un complejo sistema antioxidante, como el glutation, las vitaminas C y E, asi como
enzimaticos (catalasa, superéxido dismutasa y peroxidasa).z'8 Cuando existe un desequilibrio entre prooxidantes
y antioxidantes, se establece una situacion conocida como estrés oxidativo (EO), que puede dar lugar a un dafio
celular. El cual puede agravarse, por un aumento en precursores de radicales libres, catalisis prooxidante,
reduccion de sistemas antioxidantes o combinacién de todos ellos, dando como resultado patologias como el

. . . . 9
cancer, diabetes y alteraciones cardiovasculares.

Particularmente la asociacion entre radicales libres y cancer es compleja y paraddjica, ya que ha sido
demostrado que estas especies quimicas pueden inducir varios tipos de cancer; " pero al mismo tiempo, estas
células transformadas generan mas radicales que las células normales. El sistema antioxidante de la tiorredoxina
esta amplificado en las células malignas, asi como la estimulacion de la progresion del ciclo celular por factores
de crecimiento o por mutaciones que puede activar el receptor de la tirosin-cinasa que involucra la generacion e

. . . 1M1
incremento de los radicales libres.

Estudios corroboran la reduccion del riesgo de padecer algun tipo de cancer con la ingesta de antioxidantes.
Por otro lado, las investigaciones recientes que analizan el efecto de los antioxidantes una vez diagnosticado el
cancer y su posterior tratamiento oncoldgico son poco relevantes. Sin embargo, algunos compuestos extraidos
de las plantas han generado esperanzas para un futuro enfoque de terapia antioxidante. En este sentido es

importante potencializar el conocimiento de la medicina tradicional y su aplicacion clinica.

En este trabajo se analiz6 fitoquimicamente un extracto hidroalcohdlico de A. curassavica, mediante métodos

colorimétricos; asi como su actividad antioxidante en un modelo de cancer inducido con NiO.
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1.1 Radicales libres

Generalmente son reconocidos dos grupos de radicales libres, las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y
Especies Reactivas de Nitrogeno (ERN), ambas definidas por su capacidad prooxidante, la cual esta
determinada por factores como: reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad. El primer grupo esta
fundamentado en el oxigeno, gas indispensable para los organismos aerdbicos, dado su participacién en
procesos celulares para la generacién de energia, pero a su vez es potencialmente toxico para todos los seres
vivientes al formarse especies reactivas de éste por factores endogenos y exdgenos. Las ERO son
biogeneradas en distintos tipos celulares como: fagocitos, macrofagos, neutrofilos y fibroblastos, particularmente
en compartimentos como el citosol, membrana plasmatica, reticulo endoplasmico, peroxisomas y en la

12,13,14 = yorgs . .z . .
Esta ultima es la fuente mas importante de formacion de especies quimicas

membrana interna mitocondrial.
de oxigeno, tras el proceso de transporte de electrones, mediado por enzimas de la familia NOX, la oxidasa
NADPH o NOX2.15 Lo cual ocurre cuando un pequefio porcentaje del oxigeno (<5%) es reducido de manera
incompleta por accion del complejo citocromo-oxidasa, al aceptar un menor numero de electrones, originando las
ERO,*® que son representadas por el anién superdxido (O7,), peroxido (0'22), perhidroxilo (HO',) y el hidroxilo
('OH) y no radical, como el perdxido de hidrégeno (H,0O,), oxigeno singulete (102), ozono (O,) y acido hipocloroso

(CIOH) (Fig. 1).>*°

H H
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Fig. 1. La cadena de transporte de electrones mitocondrial es considerada la mayor fuente de formacion de radicales libres. Cerca
del 5 al 10% del oxigeno, incorpora electrones procedentes de los transportadores de la cadena respiratoria, responsable de la
formacion del anion O', y HO',, que por accion de la superoxido dismutasa (SOD) se origina una especie mas reactiva, el H,O,,
que en presencia de metales de transicion en estado reducido como Fe*” (II), Cu (T), Co (II) y Ni (II), es transformada en otra
mucho mas reactiva: el OH, a través de la reaccion de Haber-Weiss o Fenton.
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Por otra parte, el representante mas sobresaliente de las ERN es el éxido nitrico (NO), que es producido por
organismos superiores al ser oxidada una de las terminales de los atomos de nitrégeno-guanidino de la L-
arginina, proceso que se encuentra catalizado por la enzima Sintasa de Oxido Nitrico (SON) (Fig. 2).15 Bajo
ciertas condiciones el ‘NO puede originar otros radicales como: el catién nitrosonium (NO), anién nitroxilo (NO),
dioxido de nitrégeno (NO,) y peroxinitrito (ONOO").%*®

H NH, HN N OH 0
NADPH NADP* 1/2 NADPH 1/2 NADP*
NH \ )‘ NH K j NH
0O, H,0 0,
CoO H;H CoO CoO
L-arginina N®-hidroxi-L-arginina L-citrulina

Fig. 2. Reaccion general de la 6xido nitrico sintasa (NOS), que cataliza la oxidacion del amino guanidino de la L-arginina
generando 6xido nitrico y L-citrulina, con la formacion del intermediario N*“-Hidroxi-L-arginina.

1.1.1 Oxido nitrico (NO)

El NO es un gas incoloro escasamente soluble en agua (<2 mmol), bajo condiciones de 25 °C, 1 atm de
presion y humedad ambiente presenta una vida media de 3.8 a 6.2 s. Se caracteriza por presentar un electron
no apareado en su capa de valencia externa, lo que lo convierte en una molécula paramagnética con naturaleza
de radical libre que participa en procesos fisioldgicos y patolégicos. Es producido en las células por tres
isoformas de la 6xido nitrico sintasa (tipo I, dependiente de Ca’"; tipo Il, no regulada por Ca”’; y tipo I,
dependiente del sistema Ca2+-calmodulina), actuando como activador de la guanilato ciclasa la cual incrementa
la concentracion del guanosin monofosfato ciclico (GMPc), facilitando asi la transmision neuronal, promoviendo
la relajacion vascular, inhibiendo la proliferacion de células de musculo liso vascular, la agregacién y adherencia

de plaquetas y leucocitos. Las concentraciones en un organismo vivo se encuentran entre 10 nM a 1 uM.

El NO puede ser cuantificado a partir de sus metabolitos estables como NO’, y NO',, a través de métodos
directos (cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, cromatografia de liquidos de alta
eficiencia acoplada a detectores electroquimicos, resonancia electrénica paramagnética quimioluminiscencia) y
por métodos indirectos (espectrometria de masas, espectrometria de UV-Vis y métodos electrométricos). Sin
embargo la técnica mas utilizada es la deteccion colorimétrica con el reactivo de Griess. Esta reaccion involucra
la formacion de un cromdéforo mediante la diazoacion de la sulfanilamida con acido nitroso, seguida por la unién

de una amina biciclica (Fig. 3).
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Fig. 3. Reaccion de Griess para la deteccion de NO’, y NO'.

1.2 Daro celular mediado por radicales libres

Si bien es cierto que los radicales libres son mediadores fisiolégicos fundamentales, particularmente como
vias de sefializacion, regulacion del tono vascular, transduccion de sefiales intracelulares incluyendo el receptor
de antigenos de linfocitos, mantenimiento del sistema REDOX, antiagregante plaquetario, neurotransmisor,
contra infecciones bacterianas, entre otros, también constituyen un riesgo, especialmente para las células y

. . L . . . - , . 2,16,17
biomoléculas, como los acidos nucleicos, proteinas, polisacaridos y lipidos (Fig. 4).

Dano en la membrana celular

celular Radical libre Fig. 4. El dano celular es
ejercido principalmente
por la peroxidacion de

lipidos de la membrana,

Invasion de calcio y radicales
libres a través de la membrana

0.0,

(&

N

permitiendo el paso de
radicales libres y calcio,
el cual genera dano
mitocondrial, liberando al
medio intracelular mas
radicales libres, los cuales

provocan una reaccion en
cadena, oxidando a su
paso proteinas,
carbohidratos, lipidos de
membrana (mitocondrial,
nuclear y de reticulo)
incluso el propio DNA.

Dano al ADN por radicales libres
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Dentro de las ERO, el radical O, reacciona con menor eficacia pero su accién es notablemente mas
especifica y selectiva, afectando a enzimas como la xantino-oxidasa, aldehido oxidasa, grupos tioles, acido
ascorbico, y generando procesos citotoxicos y lesiones por reperfusiéon tras un periodo de isquemia.z‘12 Para el
caso del 0'22, éste ocasiona dafios estructurales y mutaciones en el ADN. EI HO', es altamente reactivo frente a
moléculas de importancia bioldgica, siendo el precursor de la peroxidacion lipidica (Fig. 4). Sin embargo, es casi
inexistente a pH fisiologico. Por otro lado el radical hidroxilo, tiene un espectro amplio de reactividad sobre
aminodcidos fisiolégicos, como la tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina, metionina y la cistel'na,18 esta
oxidacion puede generar un cambio conformacional de la proteina y como consecuencia la pérdida o
modificacion de su funcion bioldgica, la cual es irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de la
proteina.19

En las enzimas, puede impedir su actividad catalizadora y en los polisacaridos, cuya funcién es estructural,
ocasiona su despolimerizacion, lo que da lugar a procesos degenerativos. Un caso especial es el del acido
hialurénico, polisacarido, cuya funcion reside en mantener la viscosidad del fluido sinovial. La exposicion a
agentes oxidantes, sobre todo al radical superoxido, provoca su fragmentacion, lo que conduce a la
desestabilizacion del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad, alteracién que ocurre en la artritis

. 20,21,22
reumatoide.

Los lipidos, especialmente aquellos que contienen acidos grasos poli-insaturados son
especialmente susceptibles a desarrollar procesos de oxidacion no controlados. El resultado es la pérdida de la
flexibilidad y de las funciones secretoras, asi como la pérdida de los gradientes i6nicos a ambos lados de la
membrana.” El radical ONOO', es un potente oxidante, aun mas citotdxico que el ‘NO, que estimula procesos

inflamatorios, entre ellos la expresion de moléculas de adhesion, IL 8 'y NF-Kb.**

1.3 Mecanismos antioxidantes

Los organismos aerobicos poseen complejos sistemas antioxidantes que permiten la neutralizacion de los
radicales libres, a través de dos mecanismos, la estequiométrica y la catalitica. Estos pueden agruparse segun
su naturaleza quimica y modo de accién en dos grupos: enzimaticos y no enzimaticos (preventivos y

25,6

secuestradores) (Tabla 1) y (Fig. 5)

Tabla 1. Naturaleza quimica y modo de accion de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

Clasificacion Modo de accién Biogeneracion

Superoxido dismutasa (SOD) 0,——H,0, Mitocondria (Mn-SOD), Citosol (Cu-Zn-SOD)
Catalasa (CAT) H,0,— H,0 Interior de glébulos rojos

Glutatién peroxidasa (GPx) HZOZ% H,0 Citosol, membranas celulares

Clasificacion Modo de accién Biogeneracion
Trasnferrina y lactoferrina Quelantes Citosol, membranas celulares
Ceruloplasmina Quelantes Plasma

Clasificacion Modo de accién Biogeneracion

R-carotenos Recicladores Metabolismo de plantas
Vitamina C Recicladores Frutas y verduras

Bilirrubina Inhibe peroxidacion Metabolismo de grupos hemo
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Fig. 5. Radicales libres, complejos antioxidantes y dafio celular

1.3.1 Catalasa (CAT)

La catalasa se encuentra en altas concentraciones en higado y rifién, a nivel de mitocondrias, peroxisomas y
citosol. Se caracteriza por estar involucrada en la proteccion frente a la accion destructiva del H,0, producto del
metabolismo celular, la radiacion ionizante y dismutacion del radical superoxido. Proceso que ocurre por la
descomposicion celular del H,O, en agua y oxigeno (Fig. 6). Actualmente han sido identificados tres grupos Mn-

catalasas, catalasas-peroxidasas y catalasas monofuncionales, éste ultimo, con un peso aproximado de 250,000

daltones, se presenta en la mayoria de los organismos aerobicos

Catalasa
N I I | 1

H,0,

Fig. 6. Descomposicion del peroxido de hidrogeno mediada por catalasa
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1.4 Radicales libres y cancer

La asociacién entre radicales libres y cancer es compleja y paraddjica, ha sido demostrada que estas

especies quimicas pueden inducir varios tipos de cancer, pero al mismo tiempo las células transformadas
. . . 10 . . . . . .

generan mas radicales que las células normales™ Ademas, el sistema antioxidante de la tiorredoxina se
encuentra amplificado en éstas células malignas; aunado a ello, se encuentra la progresién del ciclo celular por
medio de factores de crecimiento o mutaciones que pueden activar el receptor de la tirosin-cinasa, generando

, . . . 1 . . . P . . s
asi mas especies reactivas.  Algunos sistemas antioxidantes como la superoxido dismutasa, catalasa, glutation,
alfatocoferoles y betacarotenos pueden limitar los efectos del estrés oxidativo, aunque estos sistemas pueden

ser rapidamente acaparados por elevadas cantidades de RL.%#

Diversos agentes quimioterapéuticos, como la
doxorubicina o bleomicina, pueden ser selectivamente téxicos para las células tumorales debido al incremento
del estrés oxidativo llevando a las células altamente estresadas a su limite y muerte.

Generalmente, los radicales libres tienen como blanco la molécula de ADN (Tabla 2), particularmente los
grupos nucleofilicos de la desoxirribosa y bases nitrogenadas, lo que conlleva a la perdida de la homeostasis
celular, ocasionando una de las enfermedades con alta morbilidad y mortalidad como el cancer.”

Tabla 2. Dafio oxidativo al ADN mediado por radicales libres.
Dafio oxidativo al ADN Accion de radicales libres
1.- Modificacion de bases El radical ‘'OH genera mas de 20 modificaciones en bases nitrogenadas, la mas frecuente es la 8-
hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG) que tiene un potencial altamente mutagénico al igual que la
5-hidroximetil-2-desoxiuridina

2.- Depuracion de bases Ocurre gracias al radical ‘OH y H,0,, particularmente en el enlace glicosidico, generando sitios
apurinicos o apirimidicos (AP)

3.- Ruptura de una cadena Estas se producen por escision del enlace fosfodiéster, frecuentemente por ataque de radicales
libres a la porcion desoxirribosa del esqueleto del ADN

4.- Mutaciones Generadas por ERO, lo que ocasiona el incremento de la velocidad de mutagénesis endégena

5.- Activacion de oncogenes e Producidas por el H,0,, O, y O,, modificando la proliferacion celular

inactivacion de genes supresores

1.5 Papel de los radicales libres en las etapas de la carcinogénesis

El cancer se desarrolla como un proceso microevolutivo que requiere de la acumulacion de multiple eventos,

actualmente se hace referencia sobre los radicales libres que influyen en cada una de las etapas de la
carcinogénesis (Tabla 3).25

Tabla 3. Participacion de los radicales libres en las etapas de la carcinogénesis.

Iniciacién tumoral

Esta etapa requiere en primera instancia, de la modificacién permanente del material genético de una célula. A continuacién se enumeran los
mecanismos de dafio, inducidos sobre el ADN por estrés oxidativo: Como primer paso se encuentra la formacion del ‘OH’, generado por la
interaccion del H,O, con el hierro (Fe2+) o cobre (Cu2+), la cual reacciona con el ADN, a esto se suma el incremento de (Ca2+) libre, que activa las
endonucleasas que fragmentan finalmente el material genético.

Promocién tumoral

Las ERO, estimulan la expansién de clones celulares mutados, mediante la modulacién temporal de genes relacionados con la proliferacion y
muerte celular, inducen un incremento notable del Ca®" citosolico, movilizando las reservas intracelulares e incrementando su flujo desde el
medio extracelular.”” El efecto del Ca*" puede tener lugar por via directa induciendo proto-oncogenes como c-fos. Ademas de ejercer efectos
directos sobre la regulacion de la actividad de factores transcripcionales como el factor NF-kB que tiene bajo su control una gran variedad de
genes.

Progresion tumoral

Es ocasionada por lesiones adicionales de las ERO al ADN, incrementando su inestabilidad genémica, acompafiado de una disminucién de
enzimas antioxidantes. Por otro lado se encentran los leucocitos activados, que pueden originar un proceso inflamatorio crénico que lejos de
conducir a la eliminacion del tumor, incrementa la progresion tumoral, ademas de neutréfilos y eosindfilos que desempefian un papel potencial en
la carcinogénesis. Esta etapa puede agravarse segun la especie reactiva involucrada, presencia de carcinégenos y la posicion del ciclo celular
por el que transcurre la célula en el momento del ataque oxidativo.

s L




Hernandez R.P. 2013. Actividad antioxidante de Asclepias curassavica L., en modelo de cancer

1.6 Accion de los radicales libres en varios tipos de cancer

Tabla 4. Accion de los radicales libres en varios tipos de cancer.

Cancer
AGS, Gastrico

Prostata
Mama
Colorectal
Pulmén
Ovario

Leucemia linfoide

Accion
Inducen la expresion de uPAR (activador del receptor uroquinasa de plasminégeno) via Erk-1/2 y AP-1, estimulando su

capacidad invasiva.”® Aumento de 8-0xo0-dG

Mutan p53, asociadas a una sobreexpresién de Bcl-2.° Aumento de 8-oxo-dG>**

Acumulacion de mutaciones en BRCA1/2.% Aumento de 8-oxo-dG***
Alteraciones moleculares en genes supresores de tumores, como el 5q (APC y MCC), el 17p (p53), el 18q (DCC) y el 22q."

Aumento de 8-ox0-dG**

Aumento de 8-oxo0-dG**

Aumento de peroxidacion (MDA y 8-oxo-dG)™

1.7 Terapia antioxidante

Estudios corroboran la reduccion del riesgo de padecer algun tipo de cancer con la ingesta de antioxidantes

proporcionados por alimentos ricos en vitaminas o suplementos vitaminicos. Por otro lado, las investigaciones

recientes que analizan el efecto de los antioxidantes una vez diagnosticado el cancer y su posterior tratamiento

oncolégico son poco relevantes (Tabla 5 y 6). Sin embargo, algunos compuestos extraidos de las plantas han

generado esperanzas para un futuro enfoque de terapia antioxidante. En este sentido es importante potencializar

el conocimiento de la medicina tradicional y su aplicacién clinica. Asi como considerar otros aspectos como la

farmacodinamica, farmacocinética, desbalance oxidativo, fallos en el sistema antioxidante, entre otros.

Tabla 5. Ensayos clinicos de quimioterapia en combinacion con agentes antioxidantes.

Control  Localizacion No Tratamiento Agente antioxidante Resultados Referencias
Menor toxicidad. No
. . . Alfatocoferol, betacaroteno, . . .
Si Hematolégicas 36 PoliQT . o diferencias en recidivas 35
acido ascérbico .
ni SG
. Alfatocoferol, betacaroteno,
No Pulmoén 18 PoliQT+ RT . L Menor SG 36
4cido ascorbico
Quimioterapia, RT, Vitamina C, E, R-caroteno, .
No Mama 32 o . Mejor respuesta tumoral 37
cirugia CoQ, Se, acidos grasos
. ) No diferencias en la
No Varias 21 PoliQT Alfatocoferol . . 38
actividad antitumoral
. . No diferencias en
Si Cabeza y cuello 20 PoliQT + RT Betacaroteno . 39
remisiones
. . L . . - . Disminucion recurrencia.
Si Vejiga urinaria 65 Inmunoterapia Complejo polivitaminico X i 40
No diferencias en SV
. L X Complejo polivitaminico y No diferencias en SLE ni
Si Mama 90 Quimioterapia ) 41
minerales en SG
. i L . L No diferencias en TR ni
Si Pulmén 136 Quimioterapia Polivitaminas 42

SG

PoliQT: poliquimioterapia; RT: radioterapia; SG: supervivencia global; SLE: supervivencia libre de enfermedad; SV: supervivencia; TR: tasa de respuesta.

Tabla 6. Estudios aleatorizados en pacientes tratados con radioterapia externa y agentes antioxidantes.

Control

Si

Si

Si
Si

No

Localizacién No Agente antioxidante Resultados Referencias

Alfatocoferol y Menos toxicidad. No diferencias en calidad

Cabeza y cuello 540 43

betacaroteno de vida. Mas recurrencias
Disminucion mucositis. No diferencias en

Cabezaycuello 44 Alfatocoferol SG 44
Pulmén 66 Alfatocoferol y pentoxifilina Mayor SLP y SG 45
Glioblastoma 30 Melatonina Mayor SV a un afio 46
Metastasis . . .

126 Melatonina No diferencias en SG 47
cerebrales

SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre de progresion; SV: supervivencia.
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1.8 Familia Apocynaceae

La familia Apocynaceae incluye mas de 2000 especies clasificadas en 280 géneros distribuidos en regiones
tropicales y sub-tropicales. Incluye plantas anuales o perennes, principalmente hierbas erectas o trepadoras y
con menos frecuencia arboles y arbustos. La mayoria de sus integrantes estan provistos de laticiferos
constituidos por células individuales o ramificadas que producen latex lechoso, rojizo (Aspidosperma) o

transparente (Thenardia), el cual contiene glicésidos y alcaloides que pueden ser muy téxicos (Asclepias).48

1.8.1 Género Asclepias

El género Asclepias se encuentra incluido dentro de la familia Apocynaceae, es un género Americano con
alrededor de 150 especies, 68 de éstas se distribuyen en México. Son herbaceas o arbustos que poseen un
sistema desarrollado de células laticiferas; tallos glabros, hojas opuestas, raramente alternas o verticiladas. Las
flores se encuentran dispuestas en inflorescencias; presentan corolas rotadas o campanuladas; un ginostegio
formado por estambres fusionados al gineceo; corola estaminal de cinco Iébulos. Fruto generalmente un foliculo
glabro o pubescente.49

Las especies del género Asclepias se distribuyen en todo el pais, siendo San Luis Potosi el estado con mas
de 23, seguido de Oaxaca con 21, Michoacan y Veracruz con 20, y los estados con menor nimero de especies
son Campeche, Tabasco y Yucatan con dos. La mayor parte de éstas se localiza en el Bosque de Pino-encino
con 34 especies, Bosques de Encinos con 25, Bosque Tropical Caducifolio con 20 y Bosque de Pinos con 19; en
Pastizal y Vegetacion secundaria con 17, Matorral Xerofilo y Bosque Mesofilo de Montafia con 15, con solo siete

representantes en la Vegetacion riparia y dos en el Bosque Tropical Perennifolio y Subperennifolio.50

Estudios quimicos de este género reportan presencia de glicosidos cardiotdnicos (cardendlidos) y diversos tipos
de alcaloides derivados del indol, piridina o de la fenantroindolizidina, asi como flavonoides y ocasionalmente

taninos.”' Probablemente estos compuestos les confieren sus propiedades medicinales y toxicas.
1.8.2. Clasificacién Cladista de A. curassavica '™

Division: Embriophyta

Clase: Equisetopsida C. Agardh.
Subclase: Magnoliidae Novak. ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.
Orden: Gentianales Juss. ex Bercht & J. Presl.
Familia: Apocynaceae Juss.
Género: Asclepias L.

Especie: curassavica L.

1.8.2.1 Sinbnimos

Asclepias bicolor Moench; Asclepias siryaca Blanco
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1.8.2.2 Nombres comunes

A. curassavica es conocida comunmente como adelfilla, burladora, calderona, cancerillo, cerillo, chilillo, chilillo
venenoso, cinco llagas, cojén de gato, cominos rusticos, contrayerba, cresta de gallo, flor de tigre, hierba de la
culebra, hierba del sapo, hierba Maria, hoja delgada, la seforita, Pablito, pericon, ponchilhuite, ponchiuis,
revienta muelas, rompe muelas, saca espinas, salvilla, San Pablillo, Santa Rosa, soldaditos, soldadillo, soliman,
venenillo, vevenillo, vibora, viborona; Chiapas: pameyat, pameyat warnal, tzajal-chu momol (Tzeltal), spama yat,
xpamal yat, yich vakax (Tzotzil); Nayarit: temuy (Cora); Oaxaca: ita ya a, yuk paxapaa, yuku xatu; Puebla:
tesuchi-potei (Otomi); Puebla: papuyut, pinatawart; Veracruz: misiium, nacuy, papayut; Yucatan: anal, anal win,
chac anal, chak anal, x-canlol (Maya) anal k’aak’, anal-xiw, anal pool kuuts, anal poolts’'ut'uk, chaak pool kuuts,
chacanal, chilillo xiw, cuchillo xiw, nichiyuc, xensul; Chiapas: pojov vomol; San Luis Potosi: punchix huitz

(Tenek); Quintana Roo: x-anal (Maya).*

1.8.2.3 Descripcion morfolégica

Es una herbacea que mide entre 50 cm a 1.6 m de altura, posee un sistema desarrollado de células

laticiferas en tallos, presentan hojas alargadas, flores pequefias formando inflorescencias en forma de sombrillas

de color amarillo y rojo-naranja, frutos de 5 a 7 cm de largo y semillas provistas de pelos sedosos (Fig. 7).53

Fig. 7. A; Asclepias curassavica, B; inflorescencia, C; frutos y D; semillas.

1.8.2.4 Habitat

Es originaria de Sudamérica. Habita en climas calido, semicalido, seco y templado, desde el nivel del mar
hasta los 1900 msnm. Observada en terrenos baldios, cerca de casas, orilla de caminos y riachuelos, asociado a
borde de Manglar, Bosque Tropical Caducifolio, Subcaducifolio, Subperennifolio y Perennifolio, Matorral Xerdfilo,

Pastizal Inducido, Bosque Mesdfilo de Montafia, de Encino, Pino y Mixto de Encino-Pino.**%

1.8.2.5 Ecologia

Es una planta proveedora de alimento a varias especies de mariposas, particularmente a Danaus erippus.
Sus orugas se alimentan de sus hojas y frutos, mientras que los adultos liban de sus flores. Ademas de
presentar poblaciones de pulgones amarillos como plaga quienes se alimentan de tallos, hojas e incluso de
frutos, la cual puede deberse a condiciones ambientales poco adecuadas como la cantidad de luz, sin embargo

TN . . ~ 54,55,56
estas pueden tener un control biolégico a partir de insectos y arafas.

1.8.2.6 Distribuciéon en México

A. curassavica se distribuye en Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur, Campeche, Chiapas,
Chihuahua, Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca,

, . . . y 52,53
Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Zacatecas.

T N




Hernandez R.P. 2013. Actividad antioxidante de Asclepias curassavica L., en modelo de cancer

1.8.2.7 Estudios etnoboténicos

Tabla 7. Estudios etnobotanicos de A. curdassavicd.

Usos Partes utilizadas Aplicaciones Referencias
Medicinal Latex Estornutatorio
Toéxico Hoja Laxante 49, 52-79
Semilla Purgante
Flor Emético
Yema Anestésico
Raiz Dermatoldgico
Toda la planta Vermifugo
Antiviperino
Asma

Anti-inflamatorio
Anti-hemorroides
Oftalmolégico
Cicatrizante

Gonorrea

Cancer
1.8.2.8 Estudios quimicos
Tabla 8. Estudios quimicos de A. curassavica.

Referencias

Aislamiento e identificacién de calotropogenina 80
Compuestos relacionados con cardioténicos 81
Vacuolas ricas en granulos politerpenicos 82, 83
Polisacaridos y carbon organico en hojas y semillas 84
Resinoide de tipo galatoxina, alcaloides y glicésidos cardioténicos 84-87
Purificacion y propiedades moleculares de fosfatasa del latex 88
Aislamiento de enzima R-D-fucosidasa del latex 89
Aislamiento de endopeptidasas (Asclepain cl y cll) del latex 90-92
Glicésidos esteroidales de raiz 93
Cardenolidos y glicésidos esteroidales en partes aéreas 59, 94-100
Aislamiento e identificacion de glicosidos cardioténicos en semillas 101

1.8.2.9 Estudios farmacolégicos, toxicolégicos y citotoxicos

Tabla 9. Estudios farmacologicos, toxicologicos y citotoxicos de A. curdssavicd.

Extracto etandlico inhibe el crecimiento de Clostridium histolyticum'y Escherichia coli

Extracto metandlico y hexanico de hojas y tallos, resultaron antifungicos para Candida albicans, Aspergillus niger,
Trychophyton mentagrophytes, Trychophyton rubrum

Actividad citotoxica de calotropina y otros cardenolidos, en células A 549, MCF-7, MDA-MB-231 y HepG2
Actividad citotoxica de calotropina, en células K562, a través de la activacion de caspasas

Actividad citotoxica de cardenolidos y glicésidos cardiotdnicos, en células HepG2 y Raji

Actividad citotoxico de extracto metandlico de raiz, en células HelLa y SiHa

Cisteinas proteasas del latex, presentan actividad pro-coagulante

B-sitosterol, potencial quimiopreventivo contra ERO, en un modelo de cancer de colon In vitro e In vivo

Extractos de hexano, acetato de etilo y metanol, presentaron actividad antifingica en: Trichophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton simii, Curvularia lunata, Magnaporthe grisea, Scopulariopsis sp
Nematodiasis gastrointestinal en ovinos en pastoreo

En animales domésticos provoca diarrea liquida, salivacién, paralisis muscular, anorexia y edema submaxilar

Referencias
102

103

98

104
105
106
107
108

109

110
111-115

EETIN B




Hernandez R.P. 2013. Actividad antioxidante de Asclepias curassavica L., en modelo de cancer

IL.- JUSTIFICACION

En la década pasada el cancer ha sido la principal causa de muerte en el mundo, ocupando México el tercer
lugar en el Nuevo Mundo. Segun estimaciones de la Union Internacional contra el Cancer, cada afio se suman
mas de 128,000 casos tan solo en nuestro pais. Dentro de los canceres con mayor incidencia a nivel nacional se
encuentra el de préstata, mama, cérvix, pulmoén y estbmago. Mas grave aun es el hecho de que dos de cada tres
nuevos casos en nuestro pais corresponden al sexo femenino. Como se ha descrito con anterioridad, esta
patologia se ha relacionado con un estrés oxidativo persistente, entendido como la continua pérdida del balance
entre las ERO y ERN, y los complejos sistemas antioxidantes. Para su tratamiento han sido empleados agentes
citotoxicos (vincristina, vinblastina, taxol y camptotecina) y tratamientos como la radioterapia, los cuales no son
selectivos y afectan tanto a las células cancerigenas como a las normales, ademas de generar mayor cantidad
de RL ocasionando efectos adversos. Ante este panorama, desde principios de los afios cincuenta se realizaron
grandes esfuerzos a nivel mundial para encontrar fitofarmacos que disminuyan la incidencia de esta enfermedad,
0 en su caso generar actividades anticancerigenas una vez diagnosticado el cancer, los cuales han dado lugar al
aislamiento de productos naturales como antioxidantes y antiinflamatorios, con actividades relevantes. En este
sentido las plantas han sido las fuentes de productos bioactivos debido a la complejidad y variedad de su
metabolismo secundario. Sin embargo, se estima que el 90% de las plantas no han sido objeto de estudios
fitoquimicos y biolégicos. Por ello, la presente investigacion esta encaminada al estudio de fitofarmacos de A.
curassavica, validando algunos de sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antineoplasicos en modelos de

raton.

lIl.- HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico de A. curassavica, estimula la respuesta antioxidante por mecanismos

estequiométricos y cataliticos.

IV.- OBJETIVOS
General

® Evaluar la actividad antioxidante en un modelo murino de cancer tratado con un extracto hidroalcohdlico

de tallo, hoja y flor de A. curassavica

Especificos

® Registrar el contexto etnofarmacoldgico de A. curassavica
® Analizar fitoquimicamente el extracto hidroalcohdlico de tallo, hoja y flor de A. curassavica

® Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico de tallo, hoja y flor de A. curassavica sobre la
concentracién plasmatica de éxido nitrico

® Evaluar el efecto del extracto hidroalcohdlico de tallo, hoja y flor de A. curassavica sobre la actividad de
catalasa en plasma
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\.- MATERIALES Y METODOS
5.1 Localidad de colecta

A. curassavica, fue colectado el mes de febrero del afo 2012, en el Ejido Limén Chiquito, Cazones de
Herrera, Veracruz (20°40°38" N y 97°16°30"" O, a 8 msnm). La especie fue identificada a través de la Flora

Fanerogamica del Valle de México' """ y cotejada en el Herbario FEZA, UNAM.

5.2 Registro de informacién etnofarmacolégica

La informacion etnofarmacolégica se obtuvo al realizar una entrevista (Anexo 1), dirigida exclusivamente a los

habitantes del lugar de colecta que han utilizado la planta.

5.3 Procesamiento del material vegetal

Los tallos, hojas y flores de A. curassavica fueron sometidos a un lavado exhaustivo con agua destilada por

separado. Posteriormente fueron triturados en un molino de mano.

5.4 Obtencion del extracto hidroalcohélico

Cada 100 g de material fresco y molido de las partes aéreas de A. curassavica se sometieron a una
maceracion con 300 mL de una mezcla CH,CH,OH:H,O (70:30) (Dibar, grado RL) en frascos ambar por 24
horas. Posteriormente el extracto hidroalcohdlico se filtr6 al vacio (Papel Whatman No. 4), y se concentré a

temperatura ambiente en una campana de extraccion.

5.5 Identificacién de metabolitos secundarios

5.5.1 Alcaloides

Los alcaloides, con excepcién de los alcaloides de amonio cuaternario y N-6xidos de amina, son solubles en
solventes organicos poco polares como el cloroformo y mezclas de éste, las cuales forman sales solubles en
agua en presencia de acidos minerales diluidos como el HCl al 5 %. Esta propiedad acido-base se utilizé para su
purificacion a partir de extractos totales. Después de este proceso se realizaron pruebas de precipitacion en
medio acido, utilizando sales de metales pesados como el reactivo de Dragendorff (Bi(NO;),-5H,0 (J.T. Baker,
grado RA) al 8.5% en C,H,0, (J.T. Baker, grado RA) y 8% de Kl (Meyer, grado RA), mezclar con 200 mL de
C,H,0,, posteriormente aforar a 1L) y el reactivo de Mayer ( 2.2% de HgCl, (J.T. Baker, grado RA) en Kl al 25%,
mezclar, y aforar a 1L).

Estas reacciones de precipitacion se basan en un intercambio del anién del reactivo en accion, que reemplaza
a los aniones pequefos de las sales de los alcaloides. Estos principios activos poseen un grupo amino que les
confiere propiedades alcalinas que al ser llevados a un medio acido se protonan e interaccionan

s . ,e .. 133,134
electrostaticamente con aniones especificos de cada reaccion.

El reactivo de Dragendorff genera un
precipitado naranja debido a la geometria octaédrica y una carga de -2 del bismuto que interacciona con dos
moléculas de alcaloides protonados. Por el contrario la reaccion de Mayer presenta como metal de coordinacion
al mercurio (H92+) que da un precipitado blanco-amarillento. En la figura 8 se describe el procedimiento de

purificacion de los alcaloides.
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EXTRACTO HIDROALCOHOLICO SECO

[ 0.5 g de extracto, extraer con 15 mL HCl al 5%

. Filtrar en frio

FILTRADO A RESIDUO

L] Colocar en 4 tubos de ensayo 0.5 mL
. Adicionar 2 gotas de cada reactivo
[ ALCALOIDES (-) ] ALCALOIDES (+)
L] El resto del filtrado llevar a pH 8 con NaOH 20%
° Extraer con 10 ml de CHCL,
[ CAPA ACUOSA 1 ] [ CAPA CLOROFORMO ]
[ Extraer con CHCL ;-CH,CH,OH (9:6) ] . Evaporar solvente
L4 Extraer el residuo con 3 mL de HCL 5%
[ CAPA ACUOSA 2 ] [ CAPA CHCL,-CH,CH,0H ] . Filtrar en frio
Llevar a pH 2 HCL 5% . Evaporar solvente FILTRADO B
Evaporar resto de solvente L4 Extraer el residuo con 3 mL de HCL 5%
Filtrar en rio
L4 Filtrar en frio
. Colocar en 4 tubos de ensayo 0.5 mL
FILTRADO D FILTRADO C [ ] Adicionar dos gotas de cada reactivo
L4 Colocar en 4 tubos de ensayo 0.5 mL . Colocar en 4 tubos de ensayo 0.5 mL [ ALCALOIDES (-) O (+) ]
[ ] Adicionar dos gotas de cada reactivo L4 Adicionar dos gotas de cada reactivo

ALCALOIDES (-) ALCALOIDES (+) [ ALCALOIDES (-) O (+) ]

. Alcalinizar el resto del filtrado con NaHCO,
. Extraer con 10 mL de CHCL,
CAPA ACUOSA 3 CAPA CHCL,
e Acidular con HCL 5% ®  Evaporarsolvents
. Extraer el residuo con 3 mL de HCL 5%
. Practicar las reacciones de precipitacion

Practicar las reacciones de precipitacion

ALCALOIDES DE AMONIO CUATERNARIO Y/O
OXIDOS DE AMINA
(*O0()

ALCALOIDES FENOLICOS
(*0e)

Fig. 8. Analisis preliminar de alcaloides
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5.5.2 Naftoquinonas y antraquinonas

Son pigmentos naturales que poseen grupos carbonilo, hidroxilo o metilo como sustituyentes en forma libre o
condensada con diversos monosacaridos que al ser tratadas con soluciones alcalinas forman complejos de color
rojo cereza. Con base en lo anterior se empleod la reaccion de Borntrager-Kraus, la cual consistié en extraer 500
mg de extracto seco con una solucién CH,CH,OH:H,0 (1:7), posteriormente se le adicioné 2 mL de H,O, (Meyer,
grado RA) y H,SO, (Reasol, grado RA); seguido de un calentamiento por 5 min; bajo estas condiciones se
hidrolizan los enlaces glicosidicos y se oxidan las antronas y antronoles hasta antraquinonas, éstas fueron
extraidos con 2 mL de C;H,CH, (J.T Baker, grado RA) y agitadas con 2 mL de NaOH al 5% (J.T. Baker, grado
RA) que contiene 2% de NH,OH (J.T. Baker, grado RA). En caso de presencia, al dejar separar la capa alcalina

toma una coloracion rosa al rojo intenso.

5.5.3 Esteroides y triterpenoides libres

Los triterpenoides son compuestos con un esqueleto carbonado de seis unidades de isopreno derivados del
escualeno, hidrocarburo aciclico de 30 carbonos. Estos pueden contener grupos hidroxilo, cetona, aldehido y
acidos carboxilicos, muy relacionados con los esteroides y que en contacto con soluciones &cidas forman dobles
enlaces dando tonalidades rojas, azules o verdes. Para su identificacion se utilizé el reactivo de Lieberman-
Burchard (CHCL,y (CH,CO),0 (1:1)(Sigma, grado RA) en medio acido (H,SO,).

Esta reaccion se lleva a cabo en un medio anhidro, ya que al existir moléculas de agua estas reaccionan con
el anhidrido acético, anulando de esta manera la formacién de un agente oxidante, muy necesario para el
desarrollo de la prueba de identificacion de éstos. De esta manera, el cloroformo solubiliza la muestra,
favoreciendo la captacion de moléculas de agua presentes, debido a que es un solvente inmiscible. Por el
contrario el acido sulfurico reacciona con el anhidrido acético, dando lugar a la liberaciéon de hidrogeniones, los
cuales catalizan la dimerizacién del triterpeno inicial y ademas, la formaciéon de trioxido de azufre, el agente

133138157 Para ello, 5 L de un stock de 500 mg/mL de extracto

oxidante que generara un compuesto coloreado.
hidroalcohdlico se sometié a cromatografia bidimensional empleando cromatofolios en base de aluminio (Silica
gel 60 F,z,, Merk) como fase estacionaria y fases moviles (CHCL;:CH,0OH:H,O (87:17:1) (J.T. Baker, grado RA);
CH,COOCH,CH,:CH,0H:H,0 (50:6.5:5) (J.T. Baker, grado RA)). El cromatograma desarrollado se dej6 secar,
posteriormente se revel6 con el reactivo de Lieberman-Burchard y se sometié a calentamiento (110 °C) durante

2 min.

5.5.4 Flavonoides

Los flavonoides son estructuras de tipo C,-C,-C, con dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por
una cadena de 3 carbonos ciclada a través de un oxigeno, solubles en mezclas hidroalcoholicas. Estos pueden
formar complejos con metales como Mg2+ y Fe™, que al acidularlas viran a reacciones coloreadas. Con base en
lo anterior se empled la reaccion de Shinoda, donde el magnesio metalico es oxidada por el acido clorhidrico
concentrado dando como producto al hidrogeno molecular y cloruro de magnesio. Este ultimo forma complejos
con los flavonoides dando coloraciones definidas. Para el caso de flavonas, el magnesio divalente actia sobre
su grupo carbonilo, produciendo una coloracion naranja, en los flavonoles el magnesio divalente presenta dos
enlaces de coordinacion fuertes y dos débiles; los primeros son formados por los oxigenos de los grupos

carbonilos y los segundos por los hidroxilos de la posicion 3, de esta manera la intensidad aumenta dando una
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coloracion roja. Con respecto a las flavonas el magnesio divalente produce un movimiento de electrones
generando una coloracion violeta."* Para ello, 500 mg de extracto se disolvi6 en CH,CH,OH:H,O (1:7) y se
filtré. En tubos de ensayo se adicionaron limaduras de magnesio (J.T. Baker, grado RA) con 0.2, 0.6 y 1 mL del

filtrado. Posteriormente se adiciono HCI gota a gota hasta el desprendimiento del hidrogeno. La aparicién de

coloracién rojiza, violeta o naranja, se considera positivo para compuestos con el nucleo de la Y-benzopirona

(flavonas, flavonoles, flavononas, flavanoles, Isoflavonoides y xantonas).

5.5.5 Taninos

Son polifenoles que tienen la propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas. Por esta propiedad se
empled 1 mL del Reactivo Gelatina-sal (1% gelatina en 10% NaCl (J.T. Baker, grado RA)), el cual produce un
precipitado blanco, luego de haber extraido 500 mg de extracto con CH,CH,OH:H,O (7:1). Estos deben ser
solubles en (NH,), CO (J.T. Baker. G.A) 10 My producir coloraciones verdes, azules o negras tras la adicion de
100 uL de FeCl,-6H,0 (Mallinckrod, G.A) al 10%.

5.5.6 Saponinas

Son glicésidos cuya aglicona consiste en un nucleo esteroidal o triterpénico; esta caracteristica estructural les
confiere un caracter anfotero que les permite actuar como tensoactivos. Con base en lo anterior, se empleo la
prueba de formacion de espuma (estable por 30 min), la cual consiste en agitar una solucion acuosa (7:1) de 500

mg de extracto en un tubo de ensayo.
5.5.7 Glicésidos cardioténicos

Son heterdsidos formados por una parte glucidica constituida por una o varias unidades de azucar y un

62
Para su

aglicon, con un nucleo esteroidico (C,,, tetraciclico) unido a un anillo lacténico insaturado.’
identificacion se emplearon reactivos de coloracion para cada una de las unidades constituyentes, para ello se
prepar6 un stock de 500 mg/mL de extracto, posteriormente en tubos de ensayo se adicionaron 0.2 y 0.6 mL
llevados a 1 mL con H,O, se adicion6 1 mL del Reactivo Keller-Killiani (FeCl,-6H,0 2% en CH,COOH
(Mallinckrod, G.A), 1-3 gotas de H,SO, y observar coloracién verde o pardo en caso de presencia de azucares,
para el nucleo esteroidal 1 mL del Reactivo Lieberman-Burchard (100 mL CHCL, y (CH,CO),0), 1-3 gotas de
H,SO,, observar tonalidades rosa, rojo, azules o verdes, y para la lactona, 1-3 gotas del Reactivo de Baljet (1%

Acido picrico (J.T. Baker) en CH,CH,OH y 10% NaOH), observar un color rojo-naranja estable.

5.5.8 Cumarinas

Son compuestos derivados de la O-benzopirona. Estos compuestos exhiben una fuerte fluorescencia azul o
verde al ser irradiadas con luz UV (254-365), propiedad retomada para su identificacion. Para ello, 5 yL de un
stock de 500 mg/mL de extracto hidroalcohdlico se someti6 a cromatografia bidimensional, empleando
cromatofolios en base de aluminio como fase estacionaria y fase movil (CHCL,:CH,OH:H,O (87:17:1);
CHCL,:(CH,),CO (90:10) (J.T. Baker, grado RA)). Una vez eluida se observé a luz UV (365 y 254 nm) antes de
revelarse con la reaccion de Hidroxamato férrico (Clorhidrato de hidroxilamina (J.T. Baker, grado RA) 2% en
CH,CH,OH y NaOH 2N), calentar (2-5 min) a 100 °C, dejar enfriar y asperjar con una solucién de HCI 2N y 1%
FeCl,.6H,0 en CH,CH,OH. Aquellos compuestos con fluorescencia al ultravioleta que exhiben coloracion naranja

son considerados cumarinas.
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5.5.9 Lactonas sesquiterpénicas

Son terpenos con un esqueleto de 15 atomos de carbono, que tienen en su estructura una lactona. Para su
identificacion se aplico la técnica indicada para cumarinas, esteroides y triterpenos libres. Ambas pruebas deben

ser positivas para concluir la presencia de este metabolito secundario.

5.6 Induccién de carcinoma a modelos experimentales

116 .. .
Se administré una

Protocolo basado con modificaciones en el método estandarizado por Ortiz et al. 1995.
dosis intramuscular de 20mg/Kg de NiO (Sigma, grado RA)) a 7 grupos (5 ratones hembra, CD-1) de un mes de

edad.

5.7 Tratamiento con extractos hidroalcoholicos

Después de tres meses en tratamiento con NiO se administraron dos dosis de cada extracto hidroalcoholico

(35 'y 20 mg/Kg, basado en un DL, 50 mg/Kg) durante 9 dias.

5.8 Obtenciéon de plasma

Las grupos experimentales fueron sacrificados por decapitacion y desangrados en tubos con EDTA, los
cuales fueron centrifugados (C-600, SOLBAT) a 5000 rpm durante 5 min a una temperatura de 4 °C vy

almacenadas en hielo hasta el momento de su analisis.

5.9 Cuantificaciéon de NO por el método de Griess

La reaccion de Griess se basa en la formacion de un croméforo magenta por la reaccion de sulfanilamida con
nitrito en medio acido, seguido de un acoplamiento con aminas biciclicas tales como N-(1-naftil) etilendiamina
(Fig. 2). Para su cuantificacion se tomaron 25 pL de plasma; simultaneamente se prepard una curva patron de
NaNO, (J.T. Baker, grado RA), en concentraciéon de 0 a 100 uM, de la disolucién stock de NaNO, se realizaron
las disoluciones pertinentes. Se adicion6 de manera secuencial 1 mL de Sulfanilamida (J.T. Baker, grado RA)
2% (p/v) en H,PO, (J.T. Baker, grado RA) al 5% (v/v) y 1 ml de diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina (J.T.
Baker, grado RA) al 2% (p/v), incubandose a temperatura ambiente durante 45 minutos antes de leer la

absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific).

5.10 Cuantificacion de proteina total por el método de Biuret

Se basa en la formacion de un cromoforo violeta por la reaccion del cu® y cuatro grupos NH de los enlaces
peptidicos en medio basico. Con base en lo anterior se tomaron 25 pL de plasma; simultaneamente se preparé
una curva patrén de albumina de huevo (Sigma), en el intervalo de concentracion de 0 a 10 mg/ml, en donde de
la disolucion patron de albumina de huevo se realizaron las disoluciones pertinentes. Se adicion6 de manera
secuencial 1 mL de reactivo de Biuret, incubandose a temperatura ambiente durante 10 minutos antes de leer la

absorbancia a 545 nm en el espectrofotometro UV (Genesys 20, 4001/4, Thermo Fisher Scientific).

T I N



Hernandez R.P. 2013. Actividad antioxidante de Asclepias curassavica L., en modelo de cancer

5.1 Actividad de catalasa por el método de Chance y Machley

117
Se base

Protocolo basado con modificaciones, en el método estandarizado de Chance y Machley (1954).
en el principio de que la catalasa es capaz de reducir al H,O, en una molécula de agua y %2 de oxigeno
molecular. Para determinar esta reaccién se midié la descomposicién del H,0, a 240 nm como se menciona a
continuacion:

Se mezclaron en una cubeta de cuarzo: 1450 yL de sustrato (H,0, 30 mM en solucién PBS, pH 7.0) (LASA,

grado RL)) y 50 pL de plasma. Se registré la absorbancia a 240 nm (A,,,) (UNICO, S-2150 UV) cada 10 s

durante 3 min. Se calcul6 el cambio en la absorbancia a 240 nm por minuto (AA,,;) como la pendiente de la

parte lineal de la gréafica de A,,, contra el tiempo.

Se calculd la actividad de catalasa con la siguiente ecuacion:
UCAT/mL= (AA,,,/€) (FD de la reaccién)

Donde € es el coeficiente de extincién molar del H,0, a 240 nm (37.36 pmol'1 mL Abs); y FD es el factor de
dilucién (1500/50= 30). Se corrigio por la concentracion de proteina en cada muestra (determinada por el método

de Biuret), utilizando la siguiente férmula:

UCAT/mg= ((AA240/€) (FD de la reaccion))/mg/ml de proteina

Una unidad de catalasa se definié6 como la cantidad de enzima necesaria para reducir un pmol de H,O,/minuto.

5.12 Andlisis estadistico

Los datos fueron sometidos a analisis estadistico de varianza, considerado éste como no paramétrico en un

nivel de confianza del 95%. Los datos significativos fueron representados como (p<0.05).118
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VI.- RESULTADOS
6.1 Registro etnofarmacolégico de A. curassavica

Es importante mencionar que este registro etnofarmacoldgico esta fundamentado en una entrevista directa a
10 personas que hicieron uso de esta planta, de los cuales, tres fueron hombres y siete mujeres. La edad se
encuentra entre los 23 a 53 afos, las propiedades atribuidas son dermatoldgicas, antiinflamatorias, anestésicas
y antihemorroidales. El latex es la parte mas empleada sin ningun tratamiento previo, seguida de las flores, tallos
y hojas frescas donde se prepararon extracciones hidroalcoholicas y cataplasmas. Las administraciones fueron

topicas hasta la desaparicion del dafio tisular, presentandose efectos irritantes ligeros (tabla 10).

Tabla 10. Registro etnofarmacologico de A. curassavica

No. Edad | Sexo Propiedad Parte empleada Preparacion Administracién Efecto
1 23 H Dermatoldgico Tallo Extracto hidroalcohélico Tépica Irritante
2 45 H Antihemorroidal Flor Cataplasma Tépica Irritante
3 35 H Dermatoldgico Latex y hoja Extracto hidroalcoholico Tépica Irritante
4 53 M Antihemorroidal Flor Cataplasma Tépica Irritante
5 46 M Anestésico Latex Directo Tépica Irritante
6 24 M Dermatoldgico Latex Directo Tépica Irritante
7 56 M Anestésico Latex Directo Tépica Irritante
8 49 M Antiinflamatorio, Dermatolégico Latex Directo Tépica Irritante
9 44 M Antiinflamatorio, Dermatolégico Latex Directo Tépica Irritante
10 48 M Antiinflamatorio, Dermatolégico Latex Directo Tépica Irritante

6.2 Andlisis fitoquimico de los extractos hidroalcohélicos de A. curassavica

Para el estudio fitoquimico de A. curassavica se obtuvo un extracto hidroalcohdlico (70:30) de tallo, hoja y flor,
con aspecto de masa homogénea, consistencia blanda, color verde oscuro y café para el caso de flor, libre de
particulas extrafias. Con rendimientos de 3.93, 2.43 y 2.72 % por cada 100 g de vegetal respectivamente. El
analisis fitoquimico muestra la presencia de alcaloides, flavonoides, glicdsidos cardiotonicos, cumarinas,
lactonas sesquiterpénicas, esteroides y triterpenos libres (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis fitoquimico de A. curassavica

Organo
Metabolito secundario
Tallo Hoja Flor
Filtrado A + ++ Tt
Filtrado B - - -
. Filtrado C - - R
Alcaloides ,
Filtrado D + ++ 4+
Capa acuosa 3 + ++ +4+
Capa cloroformo - - -
Naftoquinonas y antraquinonas - - -
Esteroides y triterpenoides libres +++ ++ +
Flavonoides - - 4+
Taninos - - -
Saponinas - - -
Glicosidos cardioténicos ++ +++ +
Cumarinas +++ ++ +
Lactonas sesquiterpénicas +++ ++ +

+ Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No detectado
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6.3 Efecto de los extractos hidroalcohélicos de A. curassavica sobre los niveles de NO

Los resultados indican un aumento significativo en los niveles de 6xido nitrico plasmatico en el grupo inducido
a cancer con 6xido de niquel con respecto al control. Por el contrario los grupos inducidos a cancer y tratados
con el extracto hidroalcohdlico de tallo, hoja y flor de A. curassavica disminuyeron las concentraciones de éste.
El extracto de flor a dosis alta presenta niveles de 6xido nitrico muy por debajo del control, para el caso del

extracto de tallo y hoja muestran resultados significativos a dosis bajas (Fig. 9).

Los extractos hidroalcoholicos de A. curassavica generaron variaciones sobre los niveles plasmaticos de este
radical durante los nueve dias de tratamiento. El grupo inducido a cdncer aumento sus concentraciones durante
los dias de tratamiento con respecto al control, por el contrario los grupos inducidos a cancer y tratados con el
extracto hidroalcoholico de tallo, hoja y flor presentaron una disminucion al tercer dia, al quinto un aumento y

posteriormente su declive en los dias restantes (Fig. 10).
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Fig. 9. Efecto de los extractos hidroalcoholicos de A. curassavica sobre los niveles de NO en plasma de ratones hembra (CD-I)

inducidas a cancer.

Grupo A: control negativo; Grupo B: vehiculo (aceite de oliva); Grupo C: control positivo (induccién a cancer con NiO); Grupo D: experimental (induccién a cancer
con NiO + extracto hidroalcohdlico de tallo dosis alta (35 mg/Kg); Grupo E: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de tallo dosis baja
(20 mg/Kg); Grupo F: experimental (induccion a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de hoja dosis alta (35 mg/Kg); Grupo G: experimental (induccién a
cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de hoja dosis baja (20 mg/Kg); Grupo H: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohélico de flor
dosis alta (35 mg/Kg); Grupo |: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor dosis baja (20 mg/Kg). Los valores del analisis

estadistico representan al menos tres experimentos independientes realizados por hexaplicado.
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Figura 10. Efecto de los extractos hidroalcoholicos de A. curassavica sobre los niveles de NO en plasma de ratones hembra (CD-I)

inducidas a cancer, en un periodo de 9 dias.

Grupo A: control negativo; Grupo B: vehiculo (aceite de oliva); Grupo C: control positivo (induccién a cancer con NiO); Grupo D: experimental (induccién a cancer

con NiO + extracto hidroalcohélico de tallo dosis alta (35 mg/Kg); Grupo E: experimental (induccion a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de tallo dosis baja

(20 mg/Kg); Grupo F: experimental (induccion a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de hoja dosis alta (35 mg/Kg); Grupo G: experimental (induccion a

cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de hoja dosis baja (20 mg/Kg); Grupo H: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor

dosis alta (20 mg/Kg); Grupo |: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor dosis baja (20 mg/Kg). Los valores del comportamiento

grafico representan al menos tres experimentos independientes realizados por hexaplicado.
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6.4 Efecto de los extractos hidroalcohdlicos de A. curassavica en la actividad de catalasa

Los resultados muestran una disminucion significativa de la actividad plasmatica de catalasa en el grupo
inducido a cancer con 6xido de niquel con respecto al control. Por el contrario, los grupos inducidos a cancer y
tratados con el extracto hidroalcohdlico de tallo, hoja y flor de A. curassavica aumentaron la actividad de esta
enzima antioxidante. Los extractos de tallo y hoja a dosis baja presentan las actividades mas significativas,

seguida de flor a dosis alta, esto con referencia al grupo inducido a cancer (Fig. 11).

Los extractos hidroalcohdlicos de A. curassavica muestran variaciones sobre las actividades plasmaticas de
esta enzima durante los nueve dias de tratamiento. En el grupo inducido a cancer se vio disminuida su actividad
de catalasa durante los dias de tratamiento con respecto al control, por el contrario los grupos inducidos a cancer
y tratados con el extracto hidroalcohdlico de tallo, hoja y flor generaron un aumento al tercer dia, al quinto una

disminucién y en los dias restantes un incremento fue observado (Fig. 12).
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Fig. 11. Efecto de los extractos hidroalcoholicos de A. curassavica sobre la actividad de catalasa en plasma de ratones hembra

(CD-I) inducidas a cancer.

Grupo A: control negativo; Grupo B: vehiculo (aceite de oliva); Grupo C: control positivo (induccién a cancer con NiO); Grupo D: experimental (induccién a cancer
con NiO + extracto hidroalcohélico de tallo dosis alta (35 mg/Kg); Grupo E: experimental (induccion a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de tallo dosis baja
(20 mg/Kg); Grupo F: experimental (induccion a cancer con NiO + extracto hidroalcohodlico de hoja dosis alta (35 mg/Kg); Grupo G: experimental (induccion a
cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de hoja dosis baja (20 mg/Kg); Grupo H: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohélico de flor
dosis alta (35 mg/Kg); Grupo |: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor dosis baja (20 mg/Kg). Los valores del analisis

estadistico representan al menos tres experimentos independientes realizados por hexaplicado.
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Fig. 12. Efecto de los extractos hidroalcohélicos de A. curassavica sobre la actividad de catalasa en plasma en ratones hembra

(CD-I) inducidas a cancer, en un periodo de 9 dias.

Grupo A: control negativo; Grupo B: vehiculo (aceite de oliva); Grupo C: control positivo (induccién a cancer con NiO); Grupo D: experimental (induccién a cancer

con NiO + extracto hidroalcohélico de tallo dosis alta (35 mg/Kg); Grupo E: experimental (induccion a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de tallo dosis baja

(20 mg/Kg); Grupo F: experimental (induccion a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de hoja dosis alta (35 mg/Kg); Grupo G: experimental (induccién a

cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de hoja dosis baja (20 mg/Kg); Grupo H: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor

dosis alta (35 mg/Kg); Grupo |: experimental (induccién a cancer con NiO + extracto hidroalcohdlico de flor dosis baja (20 mg/Kg). Los valores del analisis

estadistico representan al menos tres experimentos independientes realizados por hexaplicado.
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VIL.- DISCUSION

En 1979 River y Bruhn definieron a la Etnofarmacologia como un area multidisciplinaria fundamentada en la
observacion, descripcidn e investigacion experimental de los recursos (vegetal, animal o mineral) usados como
medicamentos por los pueblos indigenas. La vision de esta disciplina ha cambiado durante los ultimos 34 afios

gz . . . . s . . . s P . . 119-124
consolidandose como un medio potencial para la validacion y optimizacion del conocimiento tradicional. P

or
el contario la etnobotanica es un campo cientifico que estudia las interrelaciones que se establecen entre el
hombre y las plantas, a través del tiempo y en diferentes ambientes,'® teniendo como tarea primordial la
integracion del conocimiento tradicional con el cientifico.'?® Bajo este esquema el estudio fue dirigido a un
registro etnofarmacologico al aportarnos datos relevantes para el posterior disefio experimental, cabe mencionar

que la etnobotanica fue retomada en la revision bibliografica.

Dentro de su género A. curassavica es la especie mas aprovechada y con mayor numero de usos
medicinales dentro de los que destacan como estornutatorio, laxante, purgante, emético, anestésico,

49,59-79

dermatoldgico, vermifugo, antiviperino, antiinflamatorio, antihemorroidal y cicatrizante, incluso se le

atribuyen propiedades para curar el cancer y en la actualidad se llevan a cabo estudios para probarla como

. o 127,128
agente quimioterapéutico.

El registro etnofarmacoldgico de esta especie corrobora su uso medicinal en
aplicaciones  dermatoldgicas, antiinflamatorias,
anestésicas y antihemorroidales, este registro se
integré por hombres y mujeres, la edad promedio se
encuentra entre los 42 afios, lo que nos indica un
mayor uso en personas adultas. Dentro de estas, la
aplicacion dermatologica y antiinflamatoria fue
relevante para este estudio, ya que tres informantes
presentaban erupciones con pus e inflamacién
alrededor de la mama, que al administrar de manera

tépica el latex de esta planta generaba supuraciones

y efecto desinflamatorio hasta la desaparicion del

dafio tisular (Fig. 11), presentandose efectos

Fig. 1. Mama izquierda tratada con el latex de A. curassavica. Las

flechas amarillas indican la cicatrizacion del dafo tisular. iritantes ligeros. Dentro de los sintomas sefialados
por el Instituto Nacional de Cancerologia para el
cancer de mama se encuentra la secreciéon anormal
a través del pezén y cambios en la coloraciéon o en las caracteristicas en la piel de la mama, lo cual podria
suponerse que estos informantes se encontraban en una situacion previa o similar a estos sintomas, sin

embargo es importante aplicar técnicas mas sensibles como la mastografia para descartar esta suposicion.

. e : A . . . 129-132
Reportes cientificos mencionan el uso del latex para tratar heridas, infecciones, sarna y verrugas.

Posiblemente estas actividades bioldgicas ejercidas por latex son debidas a su composicion rica en enzimas

proteoliticas (R-D-fucosidasa, fosfatasa, Asclepain cl y cII),ga'92

ademas de taninos que estarian participando en
.y . . PR . . . . . 52 .y ,

la curacion de heridas, inhibicion del desarrollo de bacterias y cuidado de la piel al cicatrizar.” También podrian

estar involucrados en el efecto antiinflamatorio. La actividad anestésica es dada por los alcaloides

. .y . . 52
fenantroindolizidicos, ya que muchos de ellos afectan el sistema nervioso central.
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Con respecto al analisis fitoquimico, se identifico la presencia de alcaloides en los tres 6érganos. Sin embargo,
dado que la cantidad de precipitado es proporcional a la concentracion de alcaloides en la muestra, puede
inferirse que las flores son el érgano de la planta donde tiene lugar la mayor acumulacién de estos metabolitos

secundarios, aunque cabe mencionar que las hojas y tallos presentan concentraciones apreciables.

Algunos estudios quimicos en especies del género Asclepias han demostrado que biosintetizan diversos
alcaloides derivados del indol de la piridina o de la fenantroindolizidina,135 la cual es corroborada con el presente
estudio, ya que el proceso de purificacion (filtrados A, D y capa acuosa 3) presentaron una mayor concentracion
de alcaloides (tabla 11). Ademas de la presencia de alcaloides de amonio cuaternario o N-6xidos de amina en
los tres 6rganos de esta planta. Sin embargo, los alcaloides fenantroindolizidinicos son los mas comunes para
este género. Algunos de ellos han demostrado actividad citotoxica e inhibicion de peroxidacion de lipidos por lo
que pudieran ser responsables de las propiedades medicinales y toxicas.* Particularmente en A. curassavica se

. . . P . 84-87
ha reportado la presencia de alcaloides derivados de la 2-metoxi-pirazina,

a la cual se le atribuyen
actividades citotoxicos y probablemente ello explique su uso en el tratamiento del cancer, ademas de que estos
sean los responsables de las propiedades anestésicas ya que muchos alcaloides afectan el sistema nervioso

52
central.

La cromatografia bidimensional realizada para la deteccién de esteroides y triterpenos libres permitio
determinar la presencia de estos compuestos en los tres organos de esta planta, lo que se justifica en la
aparicion de diversas tonalidades rojas, azules y verdes (fig. 12). Los tallos presentaron un mayor nimero de
estos metabolitos, seguida de las hojas y flores. Los Rf obtenidos para cada extracto nos indica una diferencia
en cuanto a la composicion de estos metabolitos secundarios, observandose una mayor separacion en la fase
compuesta por cloroformo, metanol y agua, sin embargo, al aplicar la segunda fase con acetato de etilo, metanol

y agua hay una mayor resolucién de estos (fig. 12).

Entre triterpenos y esteroides, no existen diferencias fundamentales, generalmente éstos ultimos pueden ser
considerados como triterpenos tetraciclicos. Tienen la capacidad de formar parte de otros compuestos como
heterosidos cardioténicos y sapogeninas, las cuales representan materias primas para la obtencion de

. s g N . . . . 138
medicamentos esteroidicos como anticonceptivos, anabolizantes y antinflamatorios.
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Fig. 12. Identificacion de esteroides y triterpenos libres en extractos hidroalcoholicos de A. curassavica. Las tonalidades en color

rojo, azul y verde indican la presencia de estos metabolitos secundarios (asteriscos en color negro). a: Exracto hidroalconslico (70:30) de tallo
(500mg/mL); B: Extracto hidroalcohélico (70:30) de hoja (500mg/mL); C: Extracto hidroalcohdlico (70:30) de flor (500mg/mL); F1: Fase movil (cloroformo: metanol: agua); F2: Fase movil (Acetato de etilo:

metanol: agua).
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Para el caso de flavonoides, la reaccion de Shinoda dio positivo Unicamente para el extracto de flor, estos de tipo
flavonoles, observandose un croméforo rojo cereza al adicionar el acido clorhidrico. Cabe mencionar que la
formacién del croméforo aumenta con respecto a las concentraciones experimentales (12.5, 37.5 y 62.5 mg/mL)

la cual es proporcional a la cantidad de flavonoides (fig. 13). Es importante mencionar que estos compuestos no

han sido reportados para esta planta, por ello es necesario profundizar en su estudio.

= : 2 . - S — pe>-

Blanco 125 mg/mL 37.5 mg/mL 62.5mg/mL 125 mg/mL 37.5 mg/mL 62.5 mg/mL 12.5 mg/mL 37.5 mg/mL 62.5 mg/mL
A B C

Fig. 13. Identificacion de flavonoides en extractos hidroalcoholicos de A. curassavica. La formacion del cromoforo rojo indica la

presencia de estos metabolitos secundarios (asteriscos en color amarillo).

A: Extracto hidroalcohdlico (70:30) de tallo; B: Extracto hidroalcohélico (70:30) de hoja; C: Extracto hidroalcohdlico (70:30) de flor.

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos con
. . s . a2 139 ~
excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion. = Por ello, desempefian un papel

esencial en la proteccion frente a los fenomenos de dafio oxidativo y tienen efectos terapéuticos en diversas

. . . , . - . . . 140
patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis y el cancer.

144

Algunos flavonoides han
mostrado actividad antiinflamatoria in vitro e in vivo. Uno de estos mecanismos es por inhibicién de
eicosanoides generadores de enzimas, incluyendo fosfolipasa A2, ciclooxigenasa y lipoxigenasa, reduciendo asi
la presencia de prostanoides y leucotrienos. Ademas, recientes estudios muestran que los flavonoides,
especialmente flaconas y sus derivados, expresan una gran actividad antiinflamatoria debido a la modulacién de
la expresidon de genes proinflamatorios, tales como ciclooxigenasa-2, 6xido nitrico sintasa inducible y varias

T 145,146
citociinas.

Estos metabolitos secundarios inducen apoptosis al activar la caspasa 8 y Bax, inhiben la expresién del Bcl-2

. . . s . 147
y permiten la liberacion de citocromo C.

También, poseen actividad anti-angiogénica, al suprimir la
proliferacion del factor de crecimiento vascular (VEGF).148 Sus propiedades antioxidantes se dirigen
fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio
de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides (con
respuestas anti-prostanoide y anti-inflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboticos) y

de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacién (prevencion de la placa de ateroma)149’15°’151

Ademas de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides presentan otras propiedades que incluyen la
estimulacion de la comunicacion celular a través de las uniones en hendidura, el impacto sobre la regulacion del
crecimiento celular y la induccién de enzimas de destoxificacion tales como las monooxigenasas dependientes
de citocromo P-450, entre otras."® Numerosos estudios reportan la accion antiproliferativa, antimutagénica,

153,154
Entre los numerosos

anticarcinogénica, asi como el papel de agente quimiopreventivo de los flavonoides.
fenémenos que tienen lugar durante el proceso carcinogénico y que ofrecen opcidn para la modulacion mediante
factores externos, se encuentran la formacion de metabolitos carcindgenos, que se forman por la accion de

enzimas citosdlicas y microsémicas, estas enzimas controlan este paso critico en el proceso carcinégeno.
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La quercetina, es uno de los flavonoides con potencial efecto quimiopreventivo frente a células cancerigenas

158,159
Una

de colon en humanos,'® glandula mamaria y ovario," en region gastrointestinal’’ y en la leucemia.
posible explicacion a estas actividades puede deberse al incremento en las concentraciones intracelulares de
glutatién a través de la regulacion de la expresién de la enzima limitante en su sintesis."® Con lo que respecta a
la prevencion del cancer de mama, puede deberse a su potente capacidad de inhibir la actividad de la

aromatasa, evitando de esta forma la conversion de andrégenos en estrégenos. '’

Los glicésidos cardiotonicos se identificaron con mayor concentracion en hojas, seguida de tallos y flores.
Cabe mencionar que la formacion del croméforo aumenta con respecto a las concentraciones experimentales
(2mg/mL, 6mg/mL y 10mg/mL) la cual es proporcional a la cantidad de las estructuras de estos metabolitos

secundarios (fig. 14).

Los glicosidos cardiotdnicos son representativos de este género. En

A. curassavica se han identificado numerosos cardenolidos en las partes

84,87,93 59,94-100

., . . , . 101
aéreas, glicosidos esteroidales en raiz y semillas. ~ Dentro de

estos, la Calotropina, voruscharina 16d-acetoxicalotropina, 150[-

hidroxicalotropina, calactina, 15R-hidroxicalactina, asclepina, 16d-

hidroxiasclepina, uscharidina, uscharina y uzarigenina (fig. 15).°> %%

La continua eficacia de glicosidos cardioténicos, los han convertido en
medicamentos de eleccion para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
congestiva y como agentes antiarritmicos. Sin embargo, es menos
conocido, el papel emergente de esta categoria de compuestos en la
prevencion y/o tratamiento de enfermedades proliferativas como el
cancer.'® Nuevos hallazgos dentro de los ultimos cinco afios han revelado
que estos compuestos participan en los mecanismos de transduccion de
sefial celular compleja, resultando en control selectivo de tumores

. .y 163
humanos pero no en la proliferacion celular normal.

Fig. 14. Identificacion de estructuras de los glicosidos cardiotonicos en extractos
hidroalcoholicos de A. curassavica. Cromoforo verde indica azucares (Reactivo Keller-
Killiani), nacleo esteroidal coloracion verde o pardo (Reactivo Lieberman-Burchard)
y el Reactivo de Baljet para la lactona observandose un color rojo-naranja estable. A:
Extracto hidroalcohdlico (70:30) de tallo; B: Extracto hidroalcohdlico (70:30) de hoja; C: Extracto
hidroalcohdlico (70:30) de flor. Blanco 2mg/mL 6mg/mL  10mg/mL

El uso potencial de los glicosidos cardiotonicos para el tratamiento del cancer, fue inicialmente investigado
hace cuarenta anos, pero se abandond debido a la toxicidad de estos compuestos; ya que los agentes
quimioterapicos aceptables deben actuar con una cierta especificidad que permita una ventana terapéutica, es
decir, una situacion en que la dosis empleada suponga mas beneficio que los efectos secundarios téxicos. Asi,
el ensayo inicial mas comun de la actividad anticancerigena de un compuesto o extracto es su capacidad para

. . .. . . 164,165
inhibir el crecimiento de células tumorales en cultivos.
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Mecanismos moleculares refieren la actividad anticancerigena de los glicdsidos cardiotdnicos a través del
incremento de la expresion de Fas, incremento en la produccion de ROS, inhibicion de la topoisomerasa II,
alteracion de la fluidez de la membrana, alteracidn en los perfiles de expresién génica, incremento en los niveles

++ 166

de p21, alteracién en la homeostasis de K', Na* y Ca . Cabe mencionar que los mecanismos aun no estan

totalmente dilucidados.

Calactina
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Fig. 15. Glicosidos cardiotonicos de las partes aéreas de A. curassavica.

Reportes de A. curassavica revelan actividades citotoxicas frente a lineas celulares A 549, MCF-7, MDA-MB-

231, HepG2, SiHa y R.’:aji.%'w‘r"106 La calotropina es un glicésido cardiotonico aislado de esta planta que tiene un

104

efecto citotdxico en células K562, a través de la activacion de caspasas.  El B-sitosterol, es otro principio activo

con alto potencial quimiopreventivo contra las especies reactivas de oxigeno, en un modelo de cancer de colon
. . 108 . P v . . . . .
In vitro e In vivo. Ademas de presentar actividad antifungica para Candida albicans, Aspergillus niger,

Trychophyton mentagrophytes, Trychophyton rubrum, Clostridium histolyticum y Escherichia colj,'%%1%%1%
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Para la deteccidon de cumarinas se aplicd una cromatografia bidimensional, como fase mévil una mezcla de
CHCL;:CH,OH:H,0 (87:17:1) y CHCL,:(CH,),CO (90:10), esta ultima permitié una mejor separacion de estos
metabolitos, encontrandose a si una fuerte fluorescente naranja bien definida en el extracto de tallo,
posteriormente en la de hoja y flor (fig. 16). Estas son justificadas al ser reveladas con la reaccion del
Hidroxamato férrico. Este metabolito no esta reportado en la literatura cientifica para este género y
particularmente para A. curassavica. De manera que es necesario aplicar técnicas mas sensibles para su

validacién.

Fig. 16. Identificacion de cumarinas en extractos hidroalcoholicos de A. curassavica. Las fluorescencias naranjas indican la
presencia de estos metabolitos secundarios (asteriscos en color amarillo).

A: Extracto hidroalcohdlico (70:30) de tallo (500mg/mL); B: Extracto hidroalcohdlico (70:30) de hoja (500mg/mL); C: Extracto hidroalcohdlico (70:30) de flor

(500mg/mL); F1: Fase mdvil (cloroformo: metanol: agua); F2: Fase mévil (Cloroformo: acetona).

Finalmente las lactonas sesquiterpénicas fueron detectadas positivamente en las tres muestras, estas con
mayor concentracion en tallos, seguida de hojas y flores. La cual se justica con las reacciones para cumarinas,

esteroides y triterpenos libres (fig. 12 y fig.16).

Las lactonas sesquiterpénicas constituyen un grupo de terpenoides (C15) con un anillo lacténico, que
representan los componentes activos de muchas plantas medicinales de la familia Asteraceae. Estos
compuestos se obtienen a partir de hojas y flores de plantas como Milleria quinqueflora, Viguiera sylvatica,

67

. 1 . . 168 . 169
Decachaeta thieleana, Vanillomopsis arborea ™ y Arnica montana, entre otras. Algunos ensayos

demuestran que los extractos de estas plantas, asi como también, las lactonas sesquiterpénicas purificadas

170,171

poseen propiedades antiinflamatorias. En A. curassavica, posiblemente estos compuestos se encuentren

formando parte de la unidad aglicona de los glicésidos cardiotonicos.

Grupos de metabolitos secundarios como naftoquinonas, antraquinonas, taninos y saponinas, no fueron
detectados en ninguno de los d6rganos evaluados en el presente estudio. Tampoco existen reportes en la
literatura consultada para otras especies del genero Asclepias, a excepcion de los taninos que se han detectado

en A. glausescens y A. hypoleuca con propiedades astringentes.52
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El cancer se ha relacionado con un estrés oxidativo persistente, entendido como una situacion bioquimica que
se caracteriza por el desequilibrio entre los radicales libres, principalmente las especies reactivas de oxigeno
(ERO) y del nitrégeno (ERN), y los mecanismos de defensa antioxidantes. Aunque la administracion de agentes
que disminuyan la inflamacién pueden ser un recurso para evitar estas condiciones, en los casos de tratamientos
contra el cancer, se emplean agentes citotoxicos, los cuales no son selectivos y afectan tanto a las células
cancerigenas como a las normales ocasionando efectos adversos. Ante este panorama, desde principios de los
afios cincuenta se han realizado grandes esfuerzos a nivel mundial para encontrar farmacos novedosos contra
esta patologia, los cuales han dado lugar al aislamiento e identificacién de productos naturales con actividad

anticancerigena, como los alcaloides bisinddlicos vincristina y vinblastina, asi como el taxol y la camptotecina.

Algunos estudios han observado que pacientes con cancer avanzado presentan concentraciones
plasmaticas de ERO mas elevadas que los individuos sanos, mientras que los niveles de actividad enzimatica de
los sistemas antioxidantes como CAT, GPx y SOD se hallan disminuidos. Ante este panorama, desde finales del
siglo pasado se han realizado grandes esfuerzos a nivel mundial para encontrar farmacos antioxidantes contra

. 172174
esta patologia.

Con respecto a la evaluacion de la actividad antioxidante, los resultados indican que el tratamiento con
extractos de A. curassavica disminuyen significativamente la concentracion de 6xido nitrico plasmatico, siendo
mayor para el grupo tratado con el extracto de flor (18.65 uM). Con respecto a la actividad de catalasa se
observé un incremento de 0.000036 UCat/mg proteina en el grupo tratado con el extracto hidroalcohdlico de
tallo, lo que nos indica una disminucién de radicales libres y estimulaciéon del sistema antioxidante de catalasa.
Posiblemente esta actividad antioxidante es mediada por los glicdsidos cardiotonicos que presentan un alto
potencial quimiopreventivo contra las especies reactivas de oxigeno,108 y flavonoides, que contienen en su
estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos con excelentes propiedades de quelacion
del hierro y otros metales de transicion." Por ello, desempenan un papel esencial en la proteccién frente a los
fenémenos de dafo oxidativo, fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente
reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de modificar

. . . . . . P . 149,150,151
la sintesis de eicosanoides con respuestas anti-prostanoide y anti-inflamatoria.

Debido a la resistencia farmacoldgica y los marcados efectos adversos de los agentes que actualmente se
emplea el tratamiento de esta patologia, se hace necesaria la busqueda de nuevos productos, de preferencia
naturales que puedan demostrar eficacia y minimos efectos adversos en el manejo de esta enfermedad. Es por
ello que los aportes de la presente investigacion serviran para futuros ensayos sobre los glicésidos cardiotonicos

y flavonoides de A. curassavica, como agentes con potencial modulador de los radicales libres.

VIII.- CONCLUSION

En condiciones experimentales, se demuestra el efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico (70:30) de

A. curassavica, en un modelo murino de cancer inducido con éxido de niquel.
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Xl.- ANEXOS

Entrevista etnofarmacolégica

No. de entrevista
Fecha:

Nombre: Sexo:

1.- ¢ Qué enfermedades ha padecido y cuales han presentado sus familiares mas cercanos?

2.- 4 Qué alimentos consume regularmente?

3.- 4 Cual es el empleo que usted le ha dado a la planta?

4.- ; Como supo usted del uso medicinal de la planta? ¢ Quién le recomend6 su uso?

5.- ; Qué parte de la planta uso?

6.- ¢, Como fue su aplicacion?

7.- ¢, Como inicio y progreso su padecimiento?

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

9.- ¢ Cuanto duro el tratamiento y con qué frecuencia?

10.- ¢ Cuadles fueron sus observaciones mas importantes durante el tratamiento?

11.- ¢ Ademas de utilizar la planta, tenia otro tratamiento? ; Cual era?

12.- i Presento algunas molestias durante el uso?

13.- ¢ Al término del tratamiento usted ha observado nuevas lesiones?

14.- ; Estaria dispuesto a que se le realizaran unos examenes para saber su estado de salud?

Edad:
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Fotografias de formacion de tumores

Fig. 17. Formacién de tumor en muslo derecho del raton hembra (CD-1) inducida con NiO.

Fig. 18. Tumor localizado en el muslo izquierdo Fig. 19. Tumor disectado del muslo derecho
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