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RESUMEN

Los vegetales son fuente de metabolitos secundarios que pudieran ser sustancias
bioldgicamente activas, pero también podemos encontrar compuestos con toxicidad de leve
a aguda como: terpenos, esteroides, cumarinas, alcaloide y flavonoides. Estos tltimos tienen
la propiedad de causar de formacion, fragilidad osmética y agregacion en eritrocitos (E). El
objetivo de este estudio es determinar efecto toxico in vivo e in vitro de los extractos acuoso
(A) y metandlico (M) de nueve plantas utilizadas en medicina tradicional mexicana. Se
realiz6 la caracterizacion e identificacion de compuestos fitoquimicos por pruebas
colorimétricas y por HPLC, DLso con el ensayo de Artemia salina, presencia de:TBARS,
H>O,, eriptosis por marcaje con Annexina V-FITC y VCM en E humanos de donador sano,
citotoxicidad en linea celular VERO, dafio histoldgico y bioquimico en ratas macho Wistar
e induccion de CYP3A4. El rendimiento de las plantas fue de 1.20 a 17%. Los
cromatogramas por HPLC muestran componentes similares a los estandares utilizados. En
el analisis por Citometria de flujo la exposicion de los E a los extractos causé la induccion
de eriptosis en un % similar al control positivo. En peroxidacion lipidica sobre E se encontrd
gue para TBARS/MDA los extractos A y M observaron una media por encima de lo
establecido como normal. En la cuantificacion de H-O- en los E tratados con los extractos
M, mostraron una media de 2.6 uM, y los A una media de 15.0 uM en comparacion con los
E sin tratamientos de 4.0 uM vy con el valor citotoxico de > a 50uM. En A. salina los
extractos que mostraron toxicidad fueron Tillandsia recurvata, Sphaeralcea angustifolia y
Gnaphallium oxyphyllum. En células VERO, T. recurvata y Loeselia mexicana presentaron
citotoxicidad. El extracto de Calea ternifolia, mostré cambios histol6gicos en rifion en ratas
macho Wistar. Los extractos de las plantas presentaron inhibicion en la enzima CYP3A4 en
baculosomas humanos. En conclusion los componentes fitoquimicos de C. ternifolia,
Prosopis glandulosa, L. mexicana, Eryngium heterophyllum, G. oxyphyllum, Casuarina
equisetifolia, T. recurvata, S. angustifolia y Tecoma stans con propiedades medicinales
también inducen eriptosis, peroxiacion lipidica e incremento de H.O,, efecto toxico y

citotdxico e inducen la expresion de CYP3A4.



ABSTRACT

The vegetables represent a source of secondary metabolites. Not only we can find
biologically active substances, but also we can find compounds with high and low toxicity.
For instance, terpenes, steroids, coumarin, alkaloids and flavonoids. The last compounds,
can cause deformation, osmotic fragility and erythrocyte aggregation. The objective of this
research is to determine the toxic effect, in vivo e in vitro, from the aqueous and methanol
extract of nine plants used in the traditional mexican medicine. The following tests were
done: the characterization and identification of phytochemical compounds by colorimetric
test and HPLC, DLso using Artemia salina model, presence of TBARS, H2O; and eryptosis
by Annexin V-FITC and VCM (in E humans and healthy donor), cytotoxicity on Vero cell
lines, Histological and biochemical damage in male Wistar rats and CYP3A4 induction.
The performance of the plants was from 1.20 to 17%. The HPLC's chromatograms showed
similar components to the standards. The analysis, via flow cytometry, showed that the
exposition from erythrocytes to extracts causes an induction of eryptosis in a similar
percentage to the positive control. As a result, in the erythrocytes' lipid peroxidation, for
TBARS/MDA, was observed that the A and M extracts had a median above the established
value (normal value). In the H,O, quantification, from the erythrocytes treated with M
extracts, was showed a median of 2.6 uM. In the other hand, the erythrocytes treated with
A extracts, showed a median of 15.0 uM. In comparison with the erythrocytes without
treatment which showed a median of 4.0 uM, and a cytotoxicity value greater than or equal
to 50 uM. Using Artemia salina, in fact, the extracts which showed toxicity were: Tillandsia
recurvata, Sphaeralcea angustifolia y Gnaphallium oxyphyllum. By comparison, in VERO
cells, the extracts which showed cytotoxicity were: Tillandsia recurvata y Loeselia
mexicana. Furthermore, the Calea ternifolia's extract showed histological changes in the
male Wistar rats' kidney. In addition, the plants' extracts showed inhibition in the CYP3A4
enzyme, as well as in human baculosomes. All things considered, the Calea ternifolia's
phytochemical components, Prosopis glandulosa, Loeselia mexicana, Eryngium
heterophyllum, Gnaphallium oxyphyllum, Casuarina equisetifolia, Tillandsia recurvata,
Sphaeralcea angustifolia y Tecoma stans, with medical properties, also induces eryptosis
as well as lipid peroxidation, increased of H.O,, toxic and cytotoxic effect and the
expression of CYP3AA4.



1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista antropocentrico a los vegetales se les ha considerado como;
fuentes de alimento, origen de nuevas cepas y variedades bioldgicas, obtencion de
nuevas drogas, prevencion de extincion en masa e identificacion de sustancias
“nocivas” causantes de posible intoxicacion; en su habitat silvestre se les ha
considerado como origen de genes, busqueda de especie préxima con ruta
metabdlica similar, control biolégico y antagonistas naturales en su lugar de habitat
(Navarro 2009). El interés actual en la medicina herbolaria, estd encaminado a la
busqueda de opciones terapéuticas que presenten mayor eficacia y al mismo tiempo
que su toxicidad sea leve o nula (Bisset 1994; Hersch MP 2007; WHO1998). Con
una tendencia a reencontrar valores y adoptar modos de vida mas ‘“naturales”
(Gonzélez et al. 2002), las plantas medicinales se han utilizado en la Comarca
Lagunera (Estados de Coahuila y Durango) al Norte de México como una herencia
cultural, dentro del Catalogo de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
se tiene conocimiento de aproximadamente 150 plantas de uso medicinal, ademas
de las que se mencionan en la Base de Datos de INEGI; algunos ejemplos de las
plantas que crecen en esta region son Sphaeralcea angustifolia (hierba del negro),
Eryngium heterophyllum (hierba del sapo), Loeselia mexicana (huachichile),
Prosopis glandulosa (mezquite local). Tillandsia recurvata (heno), Cassuarina
equisetifolia (pinabete), Calea ternifolia (prodigiosa o hierba amarga), Gnaphalium
oxiphyllum (gordolobo) y Tecoma stans (flor de San Pedro), las plantas
mencionadas han sido utilizadas en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos con aplicacion en Etnomedicina Mexicana, debido a esto dichas plantas
requieren una validacion cientifica (Qnais et al.2012) ya que es posible encontrar
principios activos que muestren actividad bioldgica y toxica (Sorza 2009; Hersch
2007).



2. ANTECEDENTES

Los vegetales son fuente de una gran cantidad de metabolitos secundarios, algunos
de estos presentan toxicidad como los flavonoides que tienen la propiedad de causar
deformacion, fragilidad osmotica y agregacion en eritrocitos (Bilto y Abdalla
1998).0tros ejemplos de metabolitos con propiedades toxicas son glucésidos,
inhibidores de colinesterasa, aminas vasoactivas, latirdgenos, sustancias fenolicas,
alcoholes, fitoestrogenos, inhibidores de proteasas, antiminerales, antivitaminas
entre otros (Ruiz 2005; Ruiz 2012). Se han implementado diversas metodologias de
ensayo experimental para la busqueda de compuestos de las plantas con actividad
antinutrimental, antitumoral y antibacterial dirigidos a los productos secundarios de
las plantas como los polifenoles en general que ademas de ser capaces de captar
radicales libres y actuar como antioxidantes, también pueden llevar a cabo
reacciones prooxidantes, actividad citotdxica, anti-inflamatoriay efecto
antiapoptético. Por lo que se hace necesaria la investigacién para bioseguridad in
vivo e in vitro (Kondoet al. 1999; Veciana et al. 2014; Murakami et al. 2015; Das et
al. 2017).

El proceso de oxidacién tiene lugar en plantas y animales y se produce por la
presencia de radicales libres generando moléculas llamadas especies reactivas de
oxigeno (ROS) las cuales se han vinculado con méas de 100 enfermedades (Halliwell
1992). En el caso de la peroxidacion se produce una disminucion del contenido en
acidos grasos poliinsaturados lo que sensibiliza la integridad celular de las
membranas celulares con un incremento de los productos derivados de la reaccién
que altera las caracteristicas estructurales y fisicas de la bicapa lipidica de las
membranas, este proceso puede ser observado en eritrocitos de conejo oxidados
(Lopez-Revueltas et al. 2005) y en eritrocitos humanos (Deuticke et al. 1986;
Mawatari y Murakami 2001). A los eritrocitos (células especializadas) en la
actualidad se le atribuyen otras funciones como intercambio de NO, Oz, CO2 con

proteinas transportadoras, moléculas de adhesion, receptores y vias de sefializacion.



El eritrocito maduro carece de ndcleo, mitocondrias, ribosomas y con imposibilidad
de mitosis (Webertet al.2009). Y el 95% de su citoplasma estd formado por
hemoglobina y enzimas que le ayudan a producir energia y mantener a la
hemoglobina en estado reducido (Nguyenet al.2011). El eritrocito es una célula
eucariota con proteinas integrales en el citoesqueleto (glucocéliz y cubierta celular),
su mayoria constituida por oligosacaridos con funciones de proteccion fisica y
mecanica, con cargas negativas que atraen cationes y agua del medio extracelular al
intracelular (Romer et al.2002), su membrana dindmica le permite desplazarse en
todas direcciones sobre el plano de la bicapa, que es afectada por la temperatura,
concentraciones de colesterol y acidos grasos saturados (Sanchez-Yagle 1987;
Sanchez 2009). Ademas de poseer fluidez en la membrana y proteinas (receptoras)
en la superficie de la membrana (Gonzalez et al.2011; Staroverov et al.2011), los
eritrocitos son sensibles al dafio por radicales libres y estan protegidos por los
componentes del plasma como la transferrina, ferritina, y ceruloplasmina que
secuestran algunos iones metalicos, enzimas, melanina y sistema glutation, sin
embargo los carotenoides, tocoferoles y flavonoides pueden ejercer su accion tras
incorporarse a la membrana, estos compuestos estan presentes en organismos
fotosintéticos, variando su concentracién con la especie vegetal y el medio ambiente
en el cual se desarrolla, tienen actividad bioldgica, farmacoldgica 6 toxica
(Henschler et al.2011). El efecto citotoxico de los compuestos fitoquimicos sobre
las lineas celulares VERO, se puede determinar mediante la reduccién metabdlica
del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) que permite
determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, este método ha sido
utilizado para medir supervivencia y proliferacién celular (Mosmann 1983; Denizot
y Lang 1986; de Castro 2006). Por otro lado también es posible evaluar el grupo de
la familia de enzimas que metabolizan los compuestos xenobidticos Ilamadas
citocromos P450 (CYPs), y en particular la enzima CYP3A4. La inhibicion de la
actividad de las enzimas CYPs causa efectos toxicos en el organismo y la induccion
aumenta su expresion, afectando al metabolismo, eliminacion y la eficacia de la
droga administrada. Ambos procesos pueden ser evaluados y cuantificados, con la
modulacion del CYP3A4 (James et al.2009).



2.1 Generalidades

La medicina herbolaria esta integrada en el marco legal de la Politica Nacional de
Medicinas Complementarias e Integrativas en el Sistema Nacional de Salud en
México (Garcia Ramirez 2009; NOM-220-SSA1-2012). Existen otros modelos de
atencion a la salud en las preferencias de la poblacion sin reconocimiento, sin
validacion y regulacion suficiente. Ante este marco de referencia la politica
intercultural en salud a través de la Secretaria de Salud ha creado en el afio 2003 la
Direccion de Medicina Tradicional y Desarrollo Intercultural, en la que reconoce la
composicion multicultural de la sociedad y la realidad en el mundo, la vida, el
cuerpo, la salud, la enfermedad y la muerte. Ha incluido herramientas con aporte
sinérgico entre los diversos modelos de atencion a la salud como es la incorporacion
de un éarea especifica para abordar la medicina herbolaria (Argueta et al.2000;
Argueta et al. 1994). Asi pues, la Subsecretaria de Innovacion y Calidad, la
Direccién General de Planeacion y Desarrollo en Salud, y la Direccién de Medicina
Tradicional y Desarrollo Intercultural han reconocido la existencia de modelos y
aportes con respecto a la salud y la enfermedad, ademéas de otros organismos

internacionales como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Garcia 2009).

En México en el afio 2005, una encuesta telefonica a poblacion abierta, encontrd
que en 20 ciudades del pais se utilizan medicinas complementarias dentro de las que
se incluye la herbolaria. El Estado de Durango resultd con el porcentaje mas alto
(77.8%).Las plantas de la region han sido utilizadas en la Etnomedicina mexicana
por lo que requieren una validacion cientifica (Qnais et al. 2012) ya que es posible
encontrar principios activos que muestren actividad bioldgica y toxica (Sorza 2009).
Los vegetales son fuente de flavonoides (Lock O et al. 1994) los cuales tienen la
propiedad de causar deformacion, fragilidad osmética y agregacion en eritrocitos

(Bilto y Abdalla 1998); ademas de otras toxinas vegetales como glucoésidos,



inhibidores de colinesterasa, aminas vasoactivas, latirdgenos, sustancias fenolicas,
alcoholes, fitoestrdgenos, inhibidores de proteasas, antiminerales, antivitaminas
entre otros. (Ruiz2012). Por otra parte, los carotenos y tocoferoles son los
principales antioxidantes lipofilicos que al unirse a la membrana biol6gica ejercen

su accion (Mahfouz y Kummerow 2000).

2.2 Toxicidad

2.2.1 Prueba de toxicidad en eritrocito

Esta prueba se utiliza para evaluar el efecto toxico de los extractos de las plantas en
estudio sobre la membrana del eritrocito, esto se hace mediante un citometro de flujo
por un proceso que confronta sustancias para valorar el dafio en la membrana y
requiere de la Anexina V marcada con fluoresceina (Anexina V FITC) que permite
identificar en la bicapa de la membrana del eritrocito la exposicion de
fosfatidilserina (FS) al ser analizada por el proceso de seleccion celular activada
mediante fluorescencia (FACS) y la dispersion de luz (forward and scatter of light)
por las células objeto de estudio. Se utiliza como control negativo eritrocitos
humanos de donador sano y como control positivo rifampicina para determinar el
grado de dafio del eritrocito en forma de eriptosis, tamafio y lisis celular en un
histograma de fluorescencia.

La prueba de hemolisis de acuerdo a Salvati y Tentri (1981) y Romero et al.(2011)
es un examen rapido del potencial de irritacion de las sustancias tensoactivas. Los
eritrocitos, células especializadas, contienen una amplia categoria de antigenos
comprendidos en 29 sistemas, 6 colecciones y dos series. Se creia que su funcion
principal era el intercambio de O,y de CO, sin embargo, en la actualidad se le
conocen otras funciones tales como intercambio de NO y en el sistema inmune
dénde contribuye con la liberacion de citocinas como IL-1, IL-33 en enfermedad
inflamatoria (Kitty de Jong et al. 1997; Kiruthiga et al. 2011; Wei-Min et al. 2014).
El eritrocito maduro carece de nicleo, mitocondrias, ribosomas y con imposibilidad

de la mitosis; se le considera como un saco de hemoglobina ya que el 95% de su



citoplasma esta formado por esta hemoproteina ademas de enzimas que le ayudan a
producir energia y mantener a la hemoglobina en estado reducido, es capaz de
expresar proteinas con funciones asociadas a otras células incluyendo una variedad
de proteinas transportadoras, moléculas de adhesion, receptores y vias de
sefializacion por lo que el eritrocito es ahora reconocida como el actor principal de
un gran namero de funciones complejas en los seres vivos (Nguyen et al. 2011).

El eritrocito es una célula eucariota que posee proteinas integrales en el
citoesqueleto, que interactlan en su propio medio, parte de estas proteinas forman
el glucocaliz, cubierta celular que en su mayoria esta constituida por oligosacéridos
con funciones de proteccién fisica y mecanica en la célula, con cargas negativas que
atraen, cationes y agua del medio extracelular al intracelular, reconocimiento y
adhesion de moléculas externas (Romer et al. 2002). La membrana del eritrocito le
confiere una dindmica que permite que los componentes de ambos lados de la misma
puedan desplazarse en todas direcciones sobre el plano de la bicapa (mosaico fluido)
y es afectada por factores como; temperatura, concentracion de colesterol y acidos
grasos saturados que dificultan su empaquetamiento (Sanchez 2009). La fluidez de
la membrana se puede determinar experimentalmente tratando células con
anticuerpos fluorescentes que son reconocidos y que se unen a proteinas (receptoras)
presentes en la superficie de la membrana plasmética y que posteriormente se
agrupan en el polo celular para luego ingresar a la célula por endocitosis (Gonzalez
et al. 2011, Staroverov et al. 2011).

Los eritrocitos son sensibles al dafio por radicales libres (Kondo et al. 1999), y sus
membranas tienen la capacidad de expandirse alterando su estado fisico y la
asimetria lipidica en presencia de agentes fisicos y quimicos, manifestando cambios
estructurales y funcionales, los cuales estan presentes en diferentes patologias
asociadas al estrés oxidativo (Slater1984; Ritcher 1987; Dinis et al. 1993).

En muchos casos se observa un descenso en la defensa antioxidante, lo que ocasiona
una propagacion del dafio oxidativo en el organismo (Halliwell B 1992; Mahfouz y
Kummerow et al. 2000). El eritrocito dispone de diferentes mecanismos de
proteccion frente al dafio oxidativo como son algunos componentes del plasma,

transferrina, ferritina y ceruloplasmina, que secuestran algunos iones metéalicos,



enzimas, melaninay el sistema glutation y en el caso de los carotenoides, tocoferoles
y flavonoides se ha considerado que ejercen su accion tras incorporarse a la
membrana celular. Los flavonoides son un grupo muy amplio de sustancias
presentes en organismos fotosintéticos, variando su concentracion con la especie
vegetal y el medio ambiente en el cual se desarrollan y proporcionando a los seres
vivos actividad bioldgica (Henschler et al. 2011).

2.2.2 Ensayo en linea celular VERO

La prueba de proliferacion con células VERO tiene el propdsito de utilizar el método
de tamizaje MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol], cuyo
principio se basa en la reduccién metabdlica de este compuesto por la enzima
succinato-deshidrogenasa derivando en un compuesto coloreado (azul) llamado
formazan, que permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas y es muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular ya que
la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.
Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983, posteriormente fue modificado
en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang (de Castro 2006; Zandi K et al. 2011;
Buchet al. 2012).

2.2.3 Ensayo en Artemia salina

El ensayo de letalidad sobre A. salina fue propuesto por Michael et al.en 1956, este
estudio se basa en la habilidad de matar artemias cultivadas en el laboratorio
(Carballo et al. 2002) y es considerado una herramienta muy ttil para la evaluacion
preliminar de la toxicidad (Solis et al. 1993). Se considera a los compuestos
bioldgicamente activos como altamente toxicos los que presentan una concentracion

letal media (CLso) de 0 a 5 ug/mL, toxicos de 6 a 200 pg/mL y no toxicos de 200 a



1000 pg/mL (Meyer et al. 1982). Sin embargo los criterios anteriormente expuestos
se recomienda aplicarlos en la citotoxicidad celular. En el presente estudio se utilizo
el siguiente criterio: Valores de DLso> 1000 pg/mL no téxico, > 500 <1000 pg/mL
toxicidad débil y <500 pg/mL téxico(Déciga-Campos 2007).

2.2.4 Sistema del Citocromo P450

La familia de enzimas conocidas como‘sistema del citocromo P450” CYP4Al,
CYP4A2, CYP4A y CYP3A4 entre otras (Keshava et al. 2004), desempefian un
importante papel en el metabolismo de farmacos (Danielson 2002). Cuando una
sustancia interactGa con esta familia de enzimas aparece una aceleracién o una
ralentizacion (ralentiza; es la inhibicion de las enzimas CYP450) del metabolismo
de esta sustancia y los niveles del farmaco en un organismo pueden aumentar,
causando toxicidad y efectos secundarios. Cuando se estimula la produccion de las
enzimas CYP450 se acelera el metabolismo de los farmacos y estos se eliminan
demasiado rapido, haciendo que las concentraciones del medicamento disminuyan
hasta niveles ineficaces,por otra parte si se metabolizan maltiples farmacos a través
de una via compartida se puede producir un blogqueo del metabolismo ya que todos
los fa&rmacos compiten por los sitios de union de las enzimas CYP450 (Gang y
Suresh 2003). Las isoenzimas de CYP3A4 son las mas abundantes y se expresan en
el higado y en menor grado en el aparato digestivo, rifion, pulmén y en las
membranas lipofilicas del reticulo endoplasmatico. Tanto en el hombre como en la
rata las enzimas CYP pueden ser inhibidas o inducidas por la administracion de las
sustancias mencionadas. Otro aspecto importante de CYP450, es que tiene la
capacidad de producir metabolitos activos cancerigenos (James et al. 2009).

Este amplio grupo de familia de enzimas involucradas en el metabolismo de
farmacos tiene la posibilidad de ser analizado mediante ensayo de induccion
enzimatica de los CYP3A4, para valorar la toxicidad de los extractos vegetales (Lou
et al. 2003). Algunos compuestos xenobiodticos como los farmacos, compuestos
nutricionales, productos naturales, infusiones y férmulas tradicionales de medicina
pueden producir citotoxicidad hepatica, aunque algunas plantas son beneficas otras

resultan hepatotoxicas. Lo ideal para descubrir los problemas hepaticos ocasionados



por estas sustancias es probar en seres humanos, sin embargo, éticamente no es
permitido y para este proposito se han utilizado animales de experimentacion
aunque ambas especies pueden metabolizar las sustancias de diferente manera, por
lo que la toxicidad hepatica observada en animales no pudiera ser la misma que en
seres humanos. Después de ingerir alguna de estas sustancias, estas pasan al torrente
sanguineo desde los intestinos al higado, dénde se metabolizan o descomponen en
sustancias quimicas activas y productos derivados (metabolitos). Algunos de estos
metabolitos resultan toxicos para el higado y también pueden ser excretados por la
bilis, heces y orina. Por otra parte, los productos naturales también pueden modificar
las enzimas en las pruebas de funcién hepéatica (PFH) como alanina
aminotransferasa/aspartato aminotransferasa (ALAT/ASAT) (Nelson 2005). El
dafo a los hepatocitos es el resultado de un abanico de situaciones como hepatitis,
enfermedades autoinmunes, desordenes metabdlicos, congénitos o adquiridos,
exposicion a drogas, productos quimicos y farmacos. Sin embargo, el aumento de
ALAT/ASAT (enzimas transaminasas) conocido como hipertransaminasemia en
suero humano, tiene como una de las causas el consumo de farmacos, sustancias
toxicas y aun productos naturistas aparentemente inocuos. Dentro de los farmacos
estan los anti-inflamatorios no esteroideos, antibidticos, anticonvulsivantes,
inhibidores de la hidroximetilglutaril CoA-reductasa y antituberculosos entre otros.
Dentro de los metabolitos secundarios presentes en los vegetales se encuentran los
flavonoides y entre estos compuestos estan hesperidina (flavonona), naringinina
(flavonona), rutina (flavonol), y quercitina (flavonol) los cuales son considerados
como moléculas atdxicas. Otros compuestos de los vegetales son los glucosidos
cumarinicos también Ilamados lactonicos y las saponinas. Pero sin duda el grupo de
los flavonoides y su empleo como antioxidantes ha tenido un gran auge en el Gltimo
decenio, més sin embargo no ejercen los efectos esperados o por el contrario estos
resultan dafiinos. Los mecanismos a través de los cuales ejercen su accion
antioxidante resultan de una combinacion de propiedades quelantes de metales de
transicion y secuestradores de radicales libres, asi como de la inhibicion y accién de
otras enzimas. Sin embargo estos compuestos también pueden actuar como agentes

prooxidantes, factor probablemente responsable de los efectos mutagénicos y
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genotdxicos encontrados para algunos metabolitos secundarios en diversos sistemas
experimentales. Algunos de estos mecanismos incluyen la reduccion temporal de
Cu(Il) a Cu(l), la generacidn de especies reactivas del oxigeno y la afectacion de los
componentes del sistema de defensa antioxidante en el nicleo celular con la sintesis
del sistema glutation reducido (GSH) [Figura 1], y glutation unido a proteinas
(GSSG) que en su primer paso es llevado a cabo por la enzima glutamato cisteina-
ligasa y donde la velocidad de la sintesis de GSH, liga a cisteina y glutamato, y en
un segundo paso es llevado a cabo con la participacién de la enzima glutation
sintetasa (Pérez 2003).
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Figura 1. Esquema de la sintesis de GSH.. El primer paso en la sintesis de GSH es llevado a cabo por
la enzima glutamato cisteina ligasa (GCL), que estd compuesta por una subunidad catalitica (GCLC),
y una subunidad moduladora (GCLM). 1. En un paso que limita la velocidad de la sintesis de GSH,
GCL liga cisteina y glutamato para formar el dipéptido y-L-glutamil-L-cisteina. 2. El segundo paso

es llevado a cabo por la enzima glutation sintetasa (GS) que une glicina a y-L-glutamil-L-cisteina.

Ambos pasos son dependientes de ATP. 3. Feedback negativo de GSH sobre la actividad de GCL.



11

2.2.5 Compuestos con propiedades toxicas

Dentro de los compuestos quimicos que contienen las plantas con propiedades
toxicas en ganado y en la cadena alimenticia estan los alcaloides (Harborne 1980),
gluctsidos (ciandgenos o saponinas principalmente), aceites irritantes, acidos
organicos, minerales como nitratos, selenio, molibdeno, resinas o resinoides,
fitotoxinas y principios tdxicos que ocasionan fotosensibilidad patogénica, algunas
plantas contienen dos o0 méas de los principios tdxicos que se mencionan,(Muensher
1951; Kingsbury 1964; Gonzalez 1989) y &cido oxalico.

2.3 Descripcion Botanica y uso etnofarmacoldgico de las plantas en estudio

A) Sphaeralcea angustifolia
Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dillenidae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Sphaeralcea

Especie:S. angustifolia

S. angustifolia también conocida con el nombre comun de hierba del negro o cordon,
pertenece a la familia Malvaceae. Planta herbacea de 50 cm a 1.5 m de altura. Las
hojas son angostas pero més largas que anchas de 5-12 cm de largo, sus bordes son

ondulados o a veces con lobulos mas grandes, las flores son moradas o rosadas,
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acomodadas en grupos formando un racimo angosto. El caliz casi redondo dividido
en 10-16 partes iguales (Argueta 1994).

Uso etnobotanico: cocimiento de hojas para la vejiga, lavarse el pelo, machacada se
usa en golpes, diarrea cronica, y como agua de uso en el estado de Aguascalientes
para la diabetes. También en medicina tradicional a S. angustifolia se le ha utilizado
como emoliente, en tumores, inflamaciones y antidiabético. La capacidad
antiinflamatoria ha sido comprobada en estudios experimentales en un modelo en
ratas (Meckeset al. 2004).

Compuestos activos: S. Angustifolia se le han aislado lignanos-p-peltatin y 4-
dimetil-deoxi-podofilotoxina, triterpenos, acido oleandlico y esteroles. Estudios
mas recientes muestran los hallazgos de acido esfaeralcico y tormentina esta ultima
conocida como una cumarina (Argueta 1994; Garcia-Rodriguez et al. 2012). Y &cido
2-(1,8-dihidroxi-4-isopropil-6-metil-7-metoxi)-naftéico, =~ denominado  &cido

esferélcico (Pérez-Hernandez et al. 2014).

B) Tecoma stans
Reino: Plantae
Subreino: Tragueobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Bignoniaceae
Geénero: Tecoma
Especie: T. stans

T. stans,también conocida con el nombre comun de tronadora, flor de San Pedro y
alacrancillo, pertenece a la familia Bignoneaceae. Es un arbusto que crece en montes

pequefios pedregosos, sus hojas estan divididas de 5-13 foliolos, con o sin
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vellosidades en la parte de abajo. Produce flores en racimo que semejan pequefias
campanas amarillas. Los frutos son cdpsulas de color café oscuro con las semillas
provistas de alas (Argueta 1994).

Uso etnobotanico: Hipoglicemiante (Ibarraet al. 2009).Ademas,se utilizan como
aromatizante de jarabes, forraje de ganado aun cuando es considerada venenosa, se
encuentra considerada entre las 82 plantas mexicanas hipoglicemiantes de las 269
utilizadas con este fin. También ha sido utilizada por sus propiedades antidiurética
y antihelmintica en ganado, control de fiebre, dolor de estomago, trastornos bucales,
ojos inflamados, y en polvo como veneno para cucarachas. En estudios recientes se
ha comprobado el efecto nefroprotector de esta planta y ademas de su importancia
como protector en las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Raju et al. 2011; Rojo
et al. 2002).

Compuestos activos: hojas y raices contienen monoterpenos Yy alcaloides (Argueta
1994). En otros estudios se ha encontrado que contiene ademas, activita,
tecomanina, tecostatina y tecostidina; alcaloides indélicos, eskatol y triptamina,
aucubin, plantarenaloside, stanside, stansioside, a-stansioside, 3 —stansioside, y 5-
deoxistansioside; componentes bencilicos acido cafeico, paracumarico y ferulico y
flavonoides como &cido siringico. En las flores se han identificado dos flavonoides

el glucosido y el rutinosido de cianidin (Santillan et al. 2011; Ibarra et al. 2009).

C) Prosopis glandulosa
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase:Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Mimosoideae
Tribu: Mimoseae

Geénero: Prosopis
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Especie:P. glandulosa.

P. glandulosa también conocida con el nombre tepehuano “bié” y cuyo nombre
cientifico corresponde a Prosopis glandulosa Torr. Clasificada por el autor en la
familia de las leguminosas sin embargo en taxonomias mas recientes es clasificada
en la familia Fabaceae.Otros nombres son mezquite, chukata y también conocida
como yag mezquit y haas por el pueblo Seri del noreste de México. Son arboles o
arbustos de hasta 12 m de altura y tiene espinas en el tronco. Las hojas estan
divididas, con apariencia de plumas. Presenta espigas largas de flores blanco-
amarillentas. Sus frutos miden hasta 20 cm de largo, se ven aplanados y son de color
café-amarillento (Argueta 1994; De Jesus-Gabino 2010). Crece en el suroeste de
Estados Unidos y norte de México en matorrales xeréfilos y pastizales y en Durango
en zonas aridas. También se le conoce como mezquite dulce comestible por especies
silvestres y con velocidad de crecimiento mediana,aunque en algunos lugares es
considerada como la especie invasora mas dafiina del mundo (Lowe et al. 2000).
Su uso etnobotanico como emético, problemas oculares, erupciones cutaneas, dolor
de garganta, diarrea, indigestion cronica, hernia umbilical, constipacion, tumores,
dolor de estbmago y su goma es usada como antiséptico y pegamento, alivia célicos
de bebes, salpullido y sus frutos son comestibles (Lowe 2008).La capacidad
antihelmintica y parasitaria en ganado ha sido demostrada en estudios recientes
(Lopez-Aroche et al.2008; De Jesus-Gabino et al. 2010).

Compuestos activos: monosacaridos como xilosa, manosa, arabinosa y acido Urico
(Argueta 1994;Chogeet al. 2007; Georgeet al. 2011).
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D) Gnaphalium oxyphyllum
Reino: plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: (Compositae) Asteraceae
Subfamilia:Asteroideae
Tribu: Gnaphaliea
Género: Gnaphalium

Especie:G. oxyphyllum

G. oxyphyllum también conocida con el nombre comun de gordolobo. Se distingue
por ser hierba lanosa con tallos simples y/o profundamente ramificados. Hojas
alternas sésiles, margen entero, terciopeladas, de color verde grisdceo o
blanguecino. Capitulos florales pequefios de color blanquecino o amarillento, sin
flores liguladas vistosas y a veces solitarias, pero por lo regular agrupados en
glomérulos. De amplia distribucion desde el sur de Estados Unidos hasta Centro
Ameérica, pasando por Durango y Tamaulipas hasta Guatemala. Crece en matorrales
xerofilos y pastizales en la region de los valles y en bosques templados en la region
de la sierra.

Uso etnobotanico como emoliente, expectorante, en afecciones respiratorias,
bronquitis, pulmonia, antitusigeno, en cdlicos y dolor de estomago.

Compuestos activos: terpenos, flavonoides, glucésidos y compuestos poliacetilados
(Torrenegraet al. 1978, 1992; Villagbmez-Ibarraet al. 2001).
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F) Eryngium heterophyllum
Reino: Plantae
Division: Angiosperms
Clase: Eudicots
Subclase: Asterids
Orden: Apiales
Familia:(Umbelliferarr) Apiaceae
Género: Eryngium
Especie: E.heterophyllum

E. heterophyllum también conocida con el nombre comdn de hierba del sapo.
Hierbas bianuales o perennes de aspecto verde grisaceo a plateado cuando estan
maduras. Tiene hojas coriaceas,que son asperas, rigidas y frecuentemente en forma
de dientes o divisiones espinosas, varias especies tienen hojas basales que se
agrupan en forma de roseta, como también hojas solitarias a lo largo del tallo. Las
flores estan rodeadas de brécteas espinosas blancas, azules y moradas. El fruto es
globoso a ovoide y un poco aplanado lateralmente. Crece en bosques templados y
en pastizales de la regién de la sierra 'y de los valles.

Uso etnobotanico para calmar la tos, la raiz para aliviar el dolor de estomago y la
diarrea, para el mal de orin, para la tiricia, en problemas pulmonares, de vesicula,
fiebre, golpes y eliminar las piedras en el rifion. Seca y molida se hierve para golpes
internos, y para detener el exceso de menstruacién y disminuye los niveles de
colesterol y triglicéridos en la sangre.

Compuestos activos:fillocladeno, biciclogermacleno, gama-muuroleno, cariofilleno
y diterpenoides (Pala-Paul et al. 2005).
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G) Loeselia mexicana
Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Polemoniaceae
Género: Loeselia

Especie: L. mexicana

L. mexicana también conocida con el nombre comdn de Huachichile. Subarbusto
densamente glanduloso-pubescente con tallos ramificados desde la base. Hojas
simples alternas, subseésiles, espinosas, con margen aserrado. Flores solitarias o en
pequefios grupos en las axilas de las hojas, corolas rojas, en forma de embudo largo,
hasta de 35 cm con estambres y estilo sobrepasando la corola. El fruto es una
pequefia capsula subglobosa. Comun en todo el pais en matorrales xerofilos,
pastizales y bosques abiertos de encino.

Uso etnobotanico para bajar la fiebre, dolor de cabeza, bafios y para que crezca el
cabello, propiedades eméticas, purgativa, sudorifica, aumenta la secrecion biliar y
salival, en dosis mayores provoca vomito y es fungicida. Se usa en el ganado cuando
presenta sangre en la orina o en las heces.

Compuestos activos: un alcaloide la loeselina, un terpenoide, fructosa y sacarosa
(Marquez et al. 1999; Navarro-Garcia et al. 2007).
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H) Tillandsia recurvata
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: Bromeliales
Familia: Bromeliaceae
Género: Tillandsia

Especie:T. recurvata

T. recurvata es una planta epifita crece comunmente en los arboles de roble, encino,
mezquite y huizache de la regidn, requiere apoyo fisico y no se nutre de su huésped,
recibe nutrientes del polvo y particulas que colectan sus barbas. No afecta la salud
de su huésped.

Uso etnobotanico ha demostrado gran actividad antitumoral y en aplicaciones in
vitro contra VIH/SIDA. EI Dr. Henry Lowe en 2008 ha demostrado que produce la
muerte de células tumorales por apoptosis (Lowe 2008).

Compuestos activos: dentro de la familia de esta planta se han encontrado: azucares
reductores, flavonoides, taninos y aminoacidos libres. (Alvarado 2007; Lowe 2008;
Lowe et al.2013).

I) Cassuarina equisetifolia
Reino: Plantae
Division: Faner6gama Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fagales.
Familia: Cassuarina
Género: Cassuarina L.

Especie: C. equisetifolia
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C. equisetifolia L. J. R. Forst & G. Forst. 1775. Es un arbol siempre verde de tamafio
mediano y crecimiento rapido que alcanza una altura de hasta 45 m.La casuarina es
indigena de las areas costeras tropicales de Australia y el sudeste de Asia. Este arbol
se distingue por su corteza aspera y arrugada, de color marron gris claro y una copa
rala de ramillas fotosintéticas de color verde oscuro que se inclinan hacia abajo. Es
plantada ampliamente como barrera contra el viento, control de la erosion, a lo largo
de las costas arenosas, dunas y al margen de los rios. También se cultiva como una
planta de ornamento y como un arbol de sombra en las costas, al podarse puede
formar setos. Es una especie valiosa para la rehabilitacion de tierras degradadas o
naturalmente estériles debido a su capacidad para la fijacién de nitrogeno y a sus
altas tasas de produccion de hojarascas, lo que facilita el desarrollo sucesional
temprano de la microflora y microfauna con comunidades de insectos y aumento de
la disponibilidad de nutrientes. La corteza de la casuarina es rica en tanino por lo
gue junto con las ramillas son usadas para la diarrea y como astringente para granos
en la cara en México y en otras partes del mundo por los indigenas de Nueva
Zelandia en el tratamiento del beriberi, debido a que poseen propiedades
medicinales (Parrotta 1993). En las Gltimas investigaciones se ha encontrado que es
posible utilizarse como biomonitora y bioacumuladora de metales (Upkeboret al.
2010)

J) Calea ternifolia
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraeae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Neurolaenea

Género: Calea
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Especie:C. Ternifolia

Sus tallos y hojas son utilizados con atribuciones medicinales para la bilis,
desdrdenes gastrointestinales, para el apetito, para la disenteria, clarificacion de los
sentidos, otros nombres y sinonimo cientifico que se le atribuyen son Calea
zacatechichi Schltdl, Calea ternifolia Kunth y establecidos como sinénimos desde
Wussow et al., en 1985.

Compuestos bioactivos; sesquiterpenos (calaxin, ciliarin); germacranolidos (1-B-
acetoxi zacatechinolido, 1-oxo zacatechinolido, caleochromeno A, y B, calein A, y
B, caleicine | y Il); acacetin (O-metil acacetin, zexbrevin ademas de uno y varios
analogos de budlein A, neurolenin B, y cefalin A) (Lee et al. 1982; Martinez et al.
1987).

2.3.1 Otros usos sobresalientes de las plantas en estudio

S. angustifolia en el estado de Aguascalientes se utiliza en el agua de uso.

T. stans es utilizada como aromatizante, en forraje para ganado, veneno para
cucarachas y como planta de ornato.

P. glandulosa el mezquite dulce es un fruto comestible, también produce una goma
que es utilizada como pegamento.

G.oxyphyllumy E.heterophyllum son utilizadas en el poblado de Doroteo Arango,
Durango como bebida en forma de té para acompariar los alimentos.

T.recurvata es utilizada en la decoracion de nacimientos navidefios y como sensor
de contaminacion ambiental al captar las particulas de polvo con sus barbas.

C. equisetifolia es plantada ampliamente como barrera contra el viento, en el control
de la erosion, a lo largo de las costas arenosas (dunas) y al margen de los rios.
También se cultiva como una planta de ornamento y como un arbol de sombra en
las costas. Al podarse puede formar setos. En las ultimas investigaciones se ha
encontrado que es posible utilizarse como biomonitora y bioacumuladora de

metales.
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En el caso de L. mexicana y C. ternifolia sus usos estan dirigidos a la medicina
tradicional.

2.4 Extraccion de metabolitos

Los extractos metanolicos han sido utilizados para separar los compuestos
bioldgicos activos presentes en los tejidos de la planta acompafiada de un proceso
de extraccion adecuada (Wagner et al.1984; USP Pharmacist’s 2008). En
extracciones de fitoquimicos con aplicacién en microbiologia tienen una mayor
efectividad en un 86% v/v (Aguilar et al. 2010) y en la busqueda de compuestos
naturales con actividad citotoxica y antitumoral en lineas celulares han sido
utilizados con éxito por la estabilidad de sus propiedades (Alzadora et al. 2007).
Ademas, al analizar la actividad inmunomoduladora del extracto metandlico de
Caesalpinia spinosa (Taya) en ratones en dosis hasta de 200-800 mg/kg se concluy6
que no alter6 la respuesta humoral frente a eritrocitos de cordero en forma
significativa y que ain en dosis més elevadas de extracto fitoquimico Ileg6 a mostrar
proteccion frente a la mielosupresion inducida por ciclofosfamida (Bafna et
al.2005). Otros estudios relevantes de etnofarmacologia con extractos alcoholicos y
acuosos en 341 especies de plantas usadas como remedios en humanos concluyeron
que los métodos de preparacion tradicional tienen diferentes niveles de toxicidad
(Canigueral et al. 2003; Bussmann et al. 2011),en extractos obtenidos con diferentes
solventes como diclorometano, hexano, etanol, acetona, metanol y agua el
comportamiento experimental de la actividad bioldgica de los extractos crudos de
plantas difiere siendo los solventes polares los de mayor toxicidad. Con todo lo
anteriormente expuesto (Sanuanpong U. et al. 2008) se atribuye como cualidad
importante la polaridad del metanol por su parecido a la molécula de agua y la
necesidad de la purificacion de los extractos hidroalcohdlicos (Boeris 2007).
Ademas de la extraccion y caracterizacion de compuestos bioactivos de las plantas
(Sasidharan et al. 2011).

En otro aspecto bioquimico y toxicoldgico para el metanol se indican los siguientes
valores de toxicidad LDo (oral en humanos): 4.28 mg/kg; LDso (oral en ratas): 5628
mg/kg; LCso (inhalado en ratas): 64000 ppm /4h; LDso (en piel con conejos): 15800
mg/kg; Niveles de irritacion a piel de conejos: 500mg/24h, moderada; Niveles de
irritacion a ojos de conejos: 40 mg, moderada (Roger 2006).
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3. JUSTIFICACION

La aparicion de reacciones adversas, puede tener gran impacto en la salud de los
individuos que se encuentren bajo un tratamiento con sustancias bioactivas, dichos
compuestos pueden ser de origen natural (Kingsbury 1964). Es escasa la
informacién cientifica que avale su uso y respalde la seguridad al consumirlo, la
mayoria de esas substancias son metabolitos secundarios que son producidos por la
planta principalmente bajo condiciones estresantes como sequia 0 como mecanismo
de defensa ante plagas, por tal motivo es de suponerse que estos compuestos
presentan toxicidad al consumirse sin precaucion y/o en dosis elevadas, lo que hace
necesario el estudio en la medicina herbolaria (Capasso et al. 2000; Lundell et al
1967). En la flora de la Comarca Lagunera existen especies silvestre utilizadas en
medicina tradicional para diversos padecimientos, pero se desconoce si estos son
seguros para su consumo (Lau et al. 2006; Marinoff et al. 2009; Lomenicket al,
2010).
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4. HIPOTESIS

Los extractos polares (acuoso y metanolico) de los vegetales de S. angustifolia, E.
heterophyllum, L. mexicana, P. glandulosa, T. recurvata, C. equisetifolia, C.

ternifolia, G. oxyphyllum y T. Stans son téxicos.
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5.DEFINICION DEL PROBLEMA

Los metabolitos secundarios son sustancias biolégicamente activas (terpenos,
esteroides, flavonoides, cromenos, benzofuranos, cumarinas, quinonas, fenoles,
tioles, y alcaloides), en los Ultimos afios se ha retomado el uso de estos compuestos
para beneficio de la salud y se ha demostrado que generan proteccion contra una
gran cantidad de enfermedades tales como:el cancer, hipoglicemiantes, reductores
de colesterol, anticoagulantes, antibacteriales, antimicdticos (Sanchez 2009). La
medicina tradicional herbolaria posee poco reconocimiento, sin validacion,
regulacién y sin aprovechamiento suficiente, aun cuando hay cientos de plantas que
son utilizadas empiricamente (George 1892; Rafinesque y George 1985), es
necesaria la investigacion cientifica en productos naturales. Por tal motivo es
importante estudiar las propiedades tdxicas de las plantas medicinales para si poder

garantizar SuU uSo seguro.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar el efecto tdxico in vivo e in vitro de los extractos acuosos y metandlico

de nueve plantas utilizadas en medicina tradicional de la Comarca Lagunera.

6.2 Objetivos particulares

Caracterizar los compuestos fitoquimicos de nueve plantas en estudio

Determinar el efecto de los extractos acuosos y metanolicos de las plantas en estudio
sobre la membrana del eritrocito con peroxidacion.

Determinar la DLsg de los extractos acuosos y metanélicos de las planas en estudio
con el ensayo de Artemia salina.

Evaluar la citotoxicidad de los extractos acuosos y metandlicos de las planas en
estudio sobre la linea celular VERO.

Determinar el dafio hepético in vivo de los extractos de mayor actividad en ratas
Wistar

Determinar la induccion enzimética de los citocromos CYP450 de los extractos de

mayor actividad.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Colecta e identificacion del material vegetal en estudio

Se recolectaron las plantas (S. angustifolia, E. heterophyllum, L. mexicana, P.
glandulosa, T. recurvada, C. equisetifolia, C. ternifolia, G. oxyphyllum y T. stans)
que posteriormente fueron identificadas en la UAAAN Unidad Torreon, con el N°
CRB- Agroecologia 002/012. Las plantas fueron recolectadas de acuerdo a las
consideraciones bioética del Convenio de Diversidad Biologica (CDB), decision
VI1/9 relativa a la Estrategia Global para la Conservacion de Plantas (GSPC, por sus
siglas en Inglés), (Ginebra 2000, 2002; CIOMS 2009), y condiciones de ética (OMS
2000) y a nivel nacional en la decision VII/10 en el ambito Mexicano con
responsabilidad en la (CONABIO) Comision Nacional de la Biodiversidad y de la
Estrategia Mexicana para la Conservacion Vegetal (EMCV) y consideraciones
tomadas de Comision para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios del Estado de
Morelos (COPRISEM 2012). Asi como de la NOM-059 SEMARNAT-2010 para la
conservacion de plantas y los tipos de vegetacion mas vulnerable. Ademas, el

proyecto recibio el registro: CEI-PROMEP/103.5/11/5575P/CA 180.

Fueron secadas a la sombra por tres semanas. Enseguida se procedié a moler el
material vegetal de cada una de las plantas en molino manual modelo “Victoria”,
después de secado y molido el material vegetal se procedid a la preparacion de

extractos acuosos y metanolicos de las plantas en estudio.

7.2 Obtencion de extractosacuosos de las plantas

a. Se colocaron 30 g de material seco de cada una de las plantas en 250 mL
de metanol por 2d, en agitacion a 20 rpm. El equipo utilizado para agitacion fue un
Agitador Bag CER Bill marca Thermolyne [Modelo N° M499235 Serial N°
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7219304675S2.] Pasado este tiempo se realizé el primer filtrado utilizando papel
filtro de poro grande.

b. Se obtuvo el extracto crudo del primer filtrado
C. El marco de la extraccion de la planta obtenido del primer filtrado se

sometio a una segunda extraccion con 250 mL de metanol para extraer la totalidad

de los compuestos fitoquimicos de las plantas en estudio.

d. Posteriormente se recuperd la segunda filtracion y se mezclaron ambas
partes.
e. El extracto asi obtenido se sometié a rotavapor de la marca BlichiRotavapor

R-200, Heating Bath B-490, Bomba PG 3000 Modelo 282-2F-88/1, High Vacum
Pump Lav-3 Schaumburg, IL, de Fisher Technical Company. Con temperatura
sostenida de 55 °C hasta la cantidad de 30mL. Posteriormente fue pasado a una
estufa de extraccion Vacuum oven Modelo 5831: Precision Scientific Inc. Cat. N°
51220166 Serial n° 603041050 marca NAPCO. Bomba de vacio High vacuum
pump Lav-3 de Fisher Technical Company por espacio de 5-8 d, a temperatura de
45 °C hasta completa sequedad. Al terminar el proceso fue guardado en frasco de
vidrio &mbar tapa hermética a 4°C hasta su uso.
f. Para la obtencion de los extractos acuosos se utilizé agua bidestilada y
desionizada en cantidad de 100mL previamente hervida y medida después del
proceso de calentamiento para luego afadir 10g de material vegetal que con
anterioridad fue triturado en molino comun y de uso manual marca Victoria.
Enseguida se procedio a someter la mezcla en agitacion constante por 2h a 50 rpm.
Después fue filtrada la mezcla agua/vegetal previo enfriamiento y se colocé en
viales para después pasar a estos a un congelador So-Low Enviromental
Equipment Modelo n° C85-9 Serial N° 0506232, a temperatura de -70 °C para
posteriormente ser liofilizado en equipo Marca Labconco Serial N° |00627212F
Cat. N° 7400030 Marca Triad ™.
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g. Y se determind el rendimiento de los extractos con respecto al peso seco

en (% p/p).

7.3 ldentificacion parcial de los componentes de los extractos

Para la disolucion de los extractos antes de realizar las pruebas fitoquimicas se
utiliz6 un sonicador (Marca Ultrasonik™ NEY 19H), de 40-50 min y calor hasta su
disolucion por 2-3 min.

Se realizaron pruebas fitoquimicas colorimétricas para los siguientes compuestos y
grupos funcionales: taninos, flavonoides, carbohidratos, dobles enlaces, grupo
carbonilo, esteroles, triterpenos, cumarinas, alcaloides, saponinas Yy
sesquiterpenlactonas, siguiendo el proceso que se describe enseguida:de acuerdo a
lo descrito por Dominguez (1973, 1988; Palomino 2001; Bruneton 2001).

> Taninos

Se realiz6 la prueba de cloruro férrico también conocida como de oxhidrilos
fendlicos disolviendo de 1-2 mg de muestra en un mL de etanol, posteriormente se
le afiadio a esta mezcla de 3-5 gotas de cloruro férrico al 5%, previamente disuelto
en etanol. Para la interpretacidn se consideré como prueba positiva una coloracién
verde obscura o negra y una coloracién diferente como resultado negativo.

> Flavonoides

En la prueba de Shinoda se disolvio de 1-2 mg de la muestra en un mL de etanol,
enseguida se agregaron de 3-5 gotas de acido clorhidrico concentrado y de una a dos
limaduras de magnesio. Para la interpretacion de la prueba se considero la formacion
de una coloracion roja intensa como positiva, y la presencia de color anaranjado,
verde 0 azul es considerado como posible presencia de flavonas, flavononas,
flavonoles y xantonas.

> Carbohidratos

Conocida como prueba de antrona, para la cual se disolvié 1-2 mg de muestra en
agua, enseguida se dejo resbalar por las paredes del tubo la solucion recientemente

preparada de antrona al 2% disuelta en acido sulfurico concentrado. En la prueba
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positiva se considerd la aparicion de una interfase en forma de anillo azul-verdoso
0 violeta.

> Dobles enlaces

Se disolvieron de 1-2 mg de muestra en agua (otros disolventes alternativos son
acetona o metanol) y se afiadié de 3-5 gotas de permanganato de potasio al 2%
disuelto en agua. La prueba positiva se interpret6 por la observacion de decoloracién
o formacion de precipitado café indicativo de bioxido de manganeso.

> Grupo carbonilo

En la prueba de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DFNH), se procedi6 a preparar100 mg de
DFNH + 10mL CH3-CH»-OH + 3 mL de HCI, para luego aforarse a 100 mL de agua
destilada. De esta preparacion se colocan de 3-5 gotas en la muestra previamente
disuelta en etanol. Para la interpretacion de la prueba se consider6 la presencia de
color amarillo, naranja ¢ rojo como positiva, otra coloracion como negativa.

> Esteroles y triterpenos

Para esta prueba se procedié a preparar ImL de &cido acético anhidro, 1mL de
cloroformo y tres gotas de &cido sulfdrico concentrado. La muestra se disolvi6 en 1
mL de cloroformo (también es posible realizarse sin disolver la muestra). Para la
interpretacion se consideré como prueba positiva para esteroles la presencia de color
azul o morado, y para triterpenos un color rojizo.

> Cumarinas

Se procedi6 a disolver la muestra (1-2 mg), en una solucion de hidréxido de sodio
al 10% en agua. La prueba positiva se considerd por la aparicion de coloracién

amarilla, color que desaparece al afiadirse unas gotas de acido clorhidrico al 10%.

> Alcaloides

En la prueba de Dragendorff (modificada) se prepararon los reactivos; A) se disolvio
0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla 10:40 mL de acido acético:agua. B) 8.0
g de yoduro de potasio en 20 mL de agua destilada. Se preparé una mezcla de la
solucion Ay B a razon de 5:5 mL + 20 mL de &cido acético y se aford con agua a

100 mL. Una pequefia cantidad de muestra se colocd en placa de porcelana, se
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disolvio en etanol y de la mezcla de reactivo preparada se le afiadieron dos gotas.
La formacidn de un precipitado naranja se consideré como prueba positiva.

> Saponinas

Se disolvieron 1-2 g de la muestra en 1 mL de agua, se agitd vigorosamente y se
observa la presencia de abundante espuma persistente en las muestras con respuesta
positiva.

> Sesquiterpenlactonas

En la prueba de Baljet se partio de la preparacion de dos soluciones: A) 1g de acido
picrico en 100 mL de etanol, B) 10g de hidréxido de sodio en 100 mL de agua. La
muestra se disolvio de 3-4 mg en 1 mL de etanol, de esta Gltima solucion se tomaron
100uL vy se les afiadi6 de la mezcla de los reactivos A y B, en partes iguales de 3-4
gotas. La interpretacion positiva de la prueba se da por una coloracion anaranjada 6

roja obscura.

7.4 Analisis de los extractos de las plantas por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC)

Su utilizd un cromatografo de liquido AgilentTechnology modelo 1200
(AgilentTechnology, CA, EUA) acopladoa bomba cuaternaria y detector de arreglo
de diodos. La separacion se realiz6 con dos columnas Discovery® C18 de 15cm x
4.6 mm, 5 um (SupelcoAnalytical, PA, USA) conectadas en serie y un loop de 20
uL. La fase movil consistio de fosfato de amonio 50mM ajustada a un pH de 2.6 con
acido fosforico (A), acetonitrilo:fosfato de amonio 80:20 (B) y acido fosférico
200mM (C). El gradiente fue: 100% de A por 5 min, 92% A 'y 8% B por 8 min, 14%
B y 86% C por 20 min, 16.5% B y 83.5% C por 25 min, 21.5% By 78.5% C por 35
min, 50% B y 50% C por 70 min, 100% A por 75 min. La rutina fue monitoreada a
365 nm y las antocianinas a 520 nm (Del Caro yPiga 2008). La cuantificacion de los
compuestos se llevo a cabo por curvas de calibracion con estandares de los mismos
en concentracion de (1000 pg mL™) 70:30 metanol: agua. Para los extractos de las
plantas en estudio se procedié de la misma manera. Se utilizaron como estandares:
rutina (cat. 78095), acido clorogénico (cat. 00500590), acido géalico (cat. G7384),
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acido siringico (cat. S6881), catequina (cat. 43412), epicatequina (cat. 68097) y
quercetina (cat.1592409) de Sigma-Aldrich respectivamente.

7.5 Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos en eritrocitos humanos

Se trabajo con eritrocitos humanos de donador voluntario y sano obtenidos mediante

consentimiento informado para realizar las pruebas que se describen a continuacion.

7.5.1 Actividad bioldgica y citotoxica de los extractos en eritrocitos por
Citometria de flujo

Se recolectd la muestra y se determinG biometria hematica completa (BHC) en el
contador hematol6gico Modelo Sysmex KX-21N. Marca Roche Sysmex. Utilizando
anticoagulante CDP/ADSOL™. [Citrato, dextrosa, fosfato, adenina vy
modificaciones de solucion salina, adenina y glucosa (SAG); ADSOL: mayor
concentracion de adenina y glucosa] para asegurar la sobrevida de los eritrocitos,
preservar la inalterabilidad de la membrana, prevenir hemdlisis, conservacion de
factores de coagulacion y evitar el desarrollo microbiano. Con las siguientes
funciones: el citrato de sodio: fija los iones calcio (Ca®*) en la sangre y los
intercambia por sal de sodio que impide la coagulacion. Fosfato: asegura el
metabolismo de los eritrocitos durante el almacenamiento permitiendo que al ser
transfundidos continden con la funcion de liberar oxigeno a los tejidos. Dextrosa:
mantenimiento de la membrana. Adenina: provee de energia al eritrocito.

Las concentraciones utilizadas fueron: citrato de sodio dihidratado 2.63 g, acido
citrico anhidro 299 mg, dextrosa anhidra 2.32 g, fosfato de sodio monobasico
monohidratado 222 mg, hidroxido de sodio 1.0 N, para ajuste de pH en agua
inyectable cbp 100mL.

Se procedi6 al ajuste de células 1x10°mL™ tomado 1uL de sangre total en 5mL de
PBS (solucion buffer de fosfatos diluyente Cell Pack) y 1L de sangre total en 5mL
de solucion de HANKS™ [sal modificada y balanceada Cat. H-2387; KCL 1-5%;
glucosa 9,5-11,6 %: pH 7,1-7,4] ajustado despues de ser preparado a pH 7,4 y
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suplementado con NaHCOgz en solucidn de 0.35 g L. La solucion se prepar con
9.5 g L de polvo de HANKS” en 1 L de agua inyectable. La solucion de HANKS’
se filtré con una bomba de vacio Barnant.CO Modelo 400-1901, utilizando un filtro
# 431154 Corning Incorporated de 150 mL; sistema de filtro 0,22 pum celulosa
acetato (CA). Y para el anélisis por citometria de flujo se utilizd un equipo,
FACSCalibur E4807-Becton Dickinson. Para este proceso se requiere un marcaje
previo de los eritrocitos, basado en la union de la fosfatidil serina (PS) exteriorizada
con la proteina anticoagulante anexina V conjugada con el compuesto fluorescente
isotiocianato de fluoresceina (FITC) y ddénde la intensidad de la fluorescencia
emitida por la muestra puede ser cuantificada mediante citometria de flujo, siendo
directamente proporcional al grado de exteriorizacion de la PS en la superficie del
eritrocito. Ademas, los eritrocitos (100% de hematocrito) se suspenden al 0.4% de
hematocrito (Kitty de Jong et al.1997) y /6 10°-10° células mL™.

Se utiliz6 Rifampicina, antibiotico bactericida del grupo de las rifamicinas y
componente semisintético derivado de Amycolatopsis rifamycinica (previamente
conocido como Amycolatopsis mediterranei y Streptomyces mediterranei). Y su
mecanismo de accidn bacteriana es inhibir la RNA polimerasa mediante su unién a
la subunidad beta de esta molécula (Trevor et al. 2004).

El efecto de la rifampicina es conocido en los tratamientos de tuberculosis y sus
efectos incluyen anemia hemolitica y perdida de eritrocitos circulantes como
resultado de la estimulacion de eriptosis que es la muerte suicida del eritrocito
caracterizada por encogimiento de la membrana celular y la exposicion de fosfatidil
serina (PS) expuesta en la superficie de la célula con incremento de la actividad del
Ca?* en el citosol y formacion de ceramida (Abed et al. 2012; Jilani y Lang 2013).
Por lo anteriormente expuesto la rifampicina se utilizé para la curva del proceso de
eriptosis y se prepar6 de la siguiente manera: una capsula de rifampicina de 300 mg
fue disuelta previamente en 1mL de etanol al 96% Yy se afor6 a 300 mL de agua
inyectable, posteriormente se ajustd la concentracion de 1pg de rifampicina en 1uL

de solucidn. Se conservo a 2-8°C hasta el momento de su uso.
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7.5.2 Manejo de extractos

Se eligieron los extractos acuosos en vez de los metandlicos ya que la forma de
infusion es la mas frecuentemente utilizada. Se consideraron los criterios de
Toxicidad de Déciga-Campos et al. 2007, con los valores de concentracion Letal
(CLso) de CLso > 1000 pg/mL (no toxico); > 500 < 1000 (toxicidad leve); < 500
(toxico). Y se trabajo con las concentraciones de 1500, 1000, 500, 100, pg/mL de

los extractos diluidos en agua de mar artificial de las plantas en estudio.

Para el ensayo de los extractos con los eritrocitos se partié de una concentracion de
acuerdo a la siguiente conversion:1 mg de extracto en un mL= 1000 pg en 1000uL=

ug L. Se resuspendido cada extracto en solucion de HANKS'. Tabla 1.

Tabla 1. Esquema de trabajo para los extractos acuoso de las plantas en estudio para evaluar el

proceso de eriptosis.

C.sin C. C. Rif Planta en estudio

tefiir tefiido (1g) Concentracion (ug)
Células
1X108 mL*, v N N N N N N
en HANKS
Extracto 1000 500 100 10
Rifampicina 50
24 h,37°C v v v v v v v
Anexina-V-

v v v v v v

FITC

C= Control, V=Incluido en el proceso, este esquema de trabajo se realiz6 con n=3.

1. De las células ajustadas a la densidad 1x10° en HANKS’ se tomd 1 mL, se
centrifugaron a 1500 rpm; 22 °C; aceleracion de 5/desaceleracién de 5; tiempo 5

min.
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2. Se decant6 el sobrenadante con un movimiento rapido y seguro en un solo
evento.
3. Se resuspendié el pellet suavemente en 1 mL de HANKS’, (dispensando

con puntilla y sobre el borde del tubo con suavidad) y se repite el proceso
nuevamente.

4. Del pellet resuspendido se tomaron 100pL y se colocaron en tubo de
Seleccion Celular Activada mediante Fluorescencia (FACS), perfectamente limpio
y rotulado.

5. A los 100 pL de la suspension celular se le afiadié 200 uL de HANKS', se
mezcl6 suavemente (con pequefios golpecillos con la yema del dedo indice sin que
se formaré espuma o se agitase bruscamente para evitar destruccion y dafo celular).
6. Se realizo lectura en Clitometro de Flujo. En todo el proceso se utiliz6 tubo
(FACS).

Para establecer el recuento normal y el proceso de eriptosis asi como el ajuste de

eventos s*del control sano.

Para el protocolo de Tincion con Anexina V-FITC (Annexin V FITC, cat. 11-8005),
se procedid de la siguiente manera:

1. Se diluyé el buffer de union (10X Binding Buffer -cat. 00-0055), con H.0
destilada (1mL de buffer de unioén + 9 mL H>O destilada) antes de utilizarse en el
protocolo en cuestion.

2. Las células fueron lavadas en HANKS” una vez y una segunda vez con

buffer de unién.

3. Enseguida las células se resuspendieron en 1 mL de buffer de uniéon al 1-
5x106 mL™,
4. Se tomaron 100 pL de la suspension celular previamente ajustada y se

afiadio 5 pL de anexina V-fluorocromo-conjugada.

5. Se Incub6 22-28 °C por 10-15 min.

6. Se lavaron las células en buffer de unién. Posteriormente se resuspendieron
en 200 pL de buffer de union.
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7. Y se analizaron por citometria de flujo dentro de las siguientes 4 h,

conservandose en obscuridad a 2-8 °C. Tabla.2.

Tabla 2. Proceso para la elaboracion de la curva en eritrocitos expuestos a rifampicina.

Rifampicina (ug)

C. sin tefiir C. tefiido

25 50 75 100

Células 1X10° mL* en HANKS’ v v v VoA
4ha37°C \ N N N N N
ANEXINA-V-FITC v v v oA

C = controlV; incluido en el proceso, este esquema de trabajo se realiz6 con n=3.

7.5.3 Volumen Corpuscular Medio (VCM)

Para el ensayo de Volumen Corpuscular Medio (VCM) en eritrocitos, que es
indicativo del volumen individual del eritrocito, donde el promedio del volumen de
las células rojas es un valor utilizado para clasificar anemia y que prevé los primeros
indicios patoldgicos de los desdrdenes en eritrocitos al indicar el decremento 0
incremento en el tamafio normal de la célula. Se procedi6 a ajustar las células a
1x108cel mL™ en buffer de fosfatos (Cell Pack) de concentracion 0.1M; pH 7.5, con
uso de Calibradores y controles, EIGHTCHECK-3WP, de Sysmex. Los extractos
de las plantas en estudio se procesaron en una dilucion 1:1, extracto: células
ajustadas a 1x10®, a razén de 100uL:100 pL. La concentracion fue de 500ug de
cada uno de los extractos acuosos y metanolicos ademas de realizarse por triplicado,
posteriormente se mezcl6 suavemente y se mantuvo a 20- 25 °C por 24 h, después
se realiz0 la lectura de VCM en equipo automatizado Sysmex KX-21. Se tom6 como
valor normal (VN), 80-97fL (Williams y Wilkins. 2009).
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7.5.4 Acido Tiobarbitarico/ Malondialdehido (TBARS/MDA)

Los extractos acuosos y metanolicos en concentracion de 500ug también fueron
sometidos a ensayo de sustancias reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS)/(MDA)
malondialdehido para la busqueda de peroxidacion de lipidos como mecanismo de
dafio celular siguiendo el método de (Yagi K. 1998; Armstrong et al 1994;Dawn-
Linsley et al 2005) y se utilizO TBARS Assay Kit item N°.10009055 de Cayman-
CHEMICAL www.caymanchem.com

Los eritrocitos se ajustaron a una concentracion de 2x107 células en buffer de
fosfatos 0.1 M pH 7.5, se sonicaron a 40V tres veces y se colocaron en hielo, para
luego utilizar la totalidad del homogenizado en el ensayo y el blanco de reactivo fue
solucion de buffer de fosfatos. Posteriormente se prepard una suspension de
extracto-eritrocito de 100upL:100uL respectivamente. Los reactivos fueron
preparados previamente antes del ensayo de acuerdo a las especificaciones del Kit,
los estandares, calibradores, blanco de ensayo y extractos de cada una de las plantas
en estudio a concentraciones de 1500, 1000, 750, 500, 250, 100, 10, 1 ug mL?), se
corrieron por duplicado asi como el blanco de ensayo, utilizando una placa de 96
pocillos con un volumen final de 150pL, la absorbancia fue monitoreada a 530-540
nm, emision de longitud de onda de 550nm y excitacion de 530 nm. Por colorimetria
los valores de TBARS/MDA son de 0- 50uM, y fluorométricamente de 0-5 pum, con
valores normales en plasma humanos de 1.86- 3.94 uM. En el presente ensayo la
prueba fue de tipo colorimétrico. La preparacion del estandar se describe en la Tabla
3.


http://www.caymanchem.com/
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Tabla.3. Preparacion del Estandar colorimétrico para la medicién de MDA a partir de una solucion
de 125uM de MDA.

Tubo  MDA(UL) Agua (uL) MDA Concentracion (uM)

A 0 1000 0

B 5 995 0.625

C 10 990 1.25

D 20 980 25

E 40 960 5

F 80 920 10

G 200 800 25

H 400 600 50

Una vez numerados e identificados cada uno de los estandares y las muestras de las
diferentes concentraciones de cada extracto en tubos FACS de 5 mL se afiadieron
100 pL de extracto y/6 estandar + 100 pL de solucién de sodio dodecil sulfato (SDS)
y se mezcld, enseguida se dispensaron 4 mL, de reactivo de color depositandose
hasta el fondo del tubo, se tap6 cada vial y se llevaron a ebullicion todos los viales
por 1h. Pasado este tiempo se sacaron los viales y se colocaron en bafio de hielo para
detener la reaccion por espacio de 10 min. Y se centrifugaron a 1600 x g a 4°C,
enseguida se dispensé del contenido de los viales a placa transparente de 96 pocillos
la cantidad de 150pL y se leyo la absorbancia en lector de ELISA (WHY 101).

7.5.5 Peréxido de Hidrogeno (H202)

Se utilizo un kit de Hydrogen Peroxide Cell-Based assay, de Cayman Chemical Item
Number 600050. El peroxido de hidrogeno (H202) es un subproducto natural de
metabolismo de oxigeno y tiene la capacidad de ser un fuerte oxidante por lo que es
considerado una especie de oxigeno reactiva (Varma y Devamanoharan 1991; Zhou
et al. 1997). Estd bien establecido que H.O> es un agente citotdxico, sin
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embargo,otras pruebas también sugieren que pueda ser un regulador importante de
transduccion de sefial en células eucariotas (Song et al. 2007). Este ensayo es simple
y hace posible la cuantificacion sensible de H2O, en células cultivadas ¢ en
suspension. La molécula de H20, es detectada utilizando 10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine (ADHP), una sonda muy sensible y estable para esta
molécula. En presencia de peroxidasa de rdbano, ADHP reacciona con el H202 con
una estequiometria 1:1 la cual produce resorufin que es sumamente fluorescente
(excitacion =530-560 nm; emision =590 nm). Ademas, se utilizo la enzima catalasa
que provee el mismo kit como control para la comprobacion de la reaccion de
eliminacion del H20», por la catalasa, asi como también agua grado HPLC. Para la
preparacion de los reactivos y los eritrocitos se siguieron las condiciones del pre-
ensayo establecidos en el kit, para estandar y controles de H20 y solucion de la
enzima de reaccion. Las células se ajustaron a 10%-10°, en 100 pL de solucién de
HANKS'. El control y estandar (a concentraciones de 10, 5, 2.5, 1.25, 0. 625, 0.313,
0.156 y 0.0 uM, respectivamente) y se realizd por duplicado, mientras que las
muestras que contenian los extractos por triplicado. En los pocillos se coloco la
cantidad de 100uL de células y 100uL de cada extracto (acuoso y metanolico) en
concentracion de 1500, 1000, 750, 500, 250, 100, 10, y 1ug mL™, respectivamente,
por triplicado. Y se incubaron en una atmosfera de 13-15% de CO2, a 37°C, por 24
h, las placas se centrifugaron a 400 g por 5 min, enseguida se trasfirieron 80uL del
sobrenadante al sitio correspondiente de la nueva placa negra, se afiadieron 10 pL
de buffer de ensayo a las muestras que contenian los extractos para medir su
actividad, asi como al estandar. Y la enzima catalasa se afiadié solo al control
positivo. De la solucion de enzima de reaccion 10uL a estandar, muestra control y

muestras problema, este esquema de proceso se indica en Tabla. 4.
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Tabla.4. Proceso de dispensacion de muestras, controles y estandar en el ensayo H, Oy.

Pocillo de la placa EstandaruL M controluL M con extractoul

reaccion

Muestray / 6
; 80 80 80
Estandar

Buffer de reaccion 10 - 10
Catalasa - 10 -
Solucién de enzima

. 10 10 10
de reaccion

M = muestra

La placa se incubd con agitacion orbital constante de 20 min a temperatura de 20-
25°C, y se midié la fluorescencia a 530-590nm. En lector de ELISA (WHY 101).
Se conoce que los valores fisioldgicos normales extracelulares de H>O2 son de (1-
10uM) y en concentraciones mas elevadas produce estrés oxidativo y dafio al DNA
(Amundson et al. 1999; Song et al. 2007; Zhou et al. 1997).

7.5.6 Actividad bioldgica y toxicidad de los extractos en Artemia salina

Ensayo de letalidad sobre A. salina

Se pesaron 0.1g de huevecillos de A. salina (Brine Shrimp Eggs® San Francisco
Bay Brand, Inc.),y se les afiadieron 300mL de agua de mar artificial (Cora life
Scientific Grand Marine Salt) para incubarse a pH 8.1-8.4, 20-30°C por 48 h, con
bomba de aire (ELITE-799) y se permitio la eclosién de nauplios. Se probaron
cuatro concentraciones (100, 500, 1000 y 1,500 pug mL™?) de cada uno de los
extractos por triplicado y previamente disueltos en agua de mar artificial. Para el
control positivo se utilizd K2Cr.07 al 5%, la prueba se realizé utilizando 10 larvas
de A. salina por pozo en 100 pL de agua salada artificial en microplacas de 96 pozos,
las diferentes concentraciones de los extractos fueron agregadas en alicuotas (100
uL) a los pozos con larvas, la microplaca se incub6 a temperatura ambiente por 24
h (Meyer y Ferrigni 1982). Se conto el numero de organismos vivos y muertos para
determinar la viabilidad y la dosis letal 50% (DLso). Se calculd la desviacion

estandar de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. El criterio de



40

toxicidad fue el siguiente, los valores de DLso> 1000pg mL™ se consideraron como
no toxicos, de > 500 <1000 ug mL1con toxicidad débil y de < 500 pug mL* tdxicos
(Déciga-Campos 2007). Los datos se analizaron con el paquete estadistico IBM

SPSS-20 Statistics por Regresion Provit para calcular la DLso.

7.5.7 Actividad bioldgica y evaluacion citotoxica de los extractos sobre la linea

celular normal VERO

Las células VEROATCC CCL81 de Sigma de rifidbn de mono verde africano
(Chlorocebusaethiops) fueron donadas por Departamento de Inmunologia de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional por la
Dra. Ma. Maximina Bertha Moreno Altamirano del Laboratorio de
Inmunorregulacion. El desarrollo del experimento fue realizado en Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Autonoma de Coah. (CIB).

Previo al ensayo del cultivo celular se procedi6 a realizar las pruebas de esterilidad
de los reactivos y materiales a utilizar de proveedor Sigma Aldrich.Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium-High glucose —L- glutamina (DMEM) cat. 6429, tripsina
al 0.25% T4049, suero fetal bovino (SFB) y tampdn de fosfato salino (PBS). Las
células fueron cultivadas en condiciones de humedad, 5% de CO2 a 37°C,
manteniéndose del pase No 19 hasta el No 25 para ajustar las condiciones de
proliferacion y mantenimiento celular. Para el ensayo de citotoxicidad las células
fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con SFB al 10%, antibidtico-
antimicético 10 mL L A5955, en envases de cultivo (Sigma® 150 cm cell culture
flask) SIAL0825-50EA. En la siembra se utiliz6 campana Nuaire™ Mod. NU425-
300 clase 11, la incubacién se hizo en estufa Cole Parmer Equipar con 5% CO; a
37°C, con observaciones de cada 24 h, utilizando microscopio invertido Labomed®
TCMA400 hasta la aparicion de monocapa. Las células se lavaron con 5mL de PBS
y con ligero “vaivén" se mezclaron suavemente, se decanto el lavado, se afiadio
DMEM con SFB al 2% y se pasaron a caja de Petri True Line TR4002 de 100mm
para cultivo celular (con la finalidad de ayudar en el intercambio de gases). Se

afiadié 5mL de tripsina al 0.25% y se pasaron a incubacién con 5% de CO; a 37°C
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por 5-10 s, y para su separacion hasta despegar la monocapa. Pasado este tiempo se
afiadieron 10 mL PBS + 5mL de DMEM-SFB, se mezcl6 y centrifugd a 8000 rpm
a 22°C por 12 s, se decanto el sobrenadante y se trabajo con el pellet celular.
(Simultaneamente se realizo el siguiente pase celular con su respectivo registro y se
observé al microscopio para constatar la viabilidad). El pellet celular fue
resuspendido con 1mL de medio de cultivo, se mezclé suavemente y se tomaron
10pL de la suspension celular mas 90uL (1:10) de azul de tripan al 4%, se monto
en camara de neubauer y se procedio a leer en microscopio invertido contando los

cuatro cuadrantes de los extremos, utilizando la siguiente formula:

Células contadas x factor de dilucién
area (4mm2)x profundidad (0.1)

Recuento total de células/ mm3® =

Se saco el nimero de células mL™ y se procedi6 al llenado de placa de 96 pocillos
ajustadas a 100 000 cel. mL™, en cada pocillo en 100uL de volumen final (10 000
celulas). La placa fue incubada con 5% COza 37° C por 24 h. Posteriormente fueron
lavadas con PBS 100uL en cada pocillo y se decantd. Los extractos fueron
preparados previamente en diluciones de 1000, 100, 10 pg mL™* respectivamente en
medio DMEM-SFB al 2% y afiadidos a las células en ensayos por triplicado para
cada planta (y repetido dos veces mas) posteriormente se procedio a la incubacién
por 24 h en las condiciones mencionadas.

Pasado este tiempo las células fueron lavadas con 100 pL de PBS por cada pocillo,
se decanto el lavado, se afladié PBS 100uL y se realizo el ensayo de Invitrogen-
alamarBlue® (DAL1025) para la viabilidad celular y muerte celular. El reactivo
alamarBlue® penetra al interior de la celula no es toxico, no es fluorescente sin
embargo cuando penetra al interior de las células integras estas son capaz de reducir
el compuesto resazurin a resorufin, un compuesto de color rojo altamente
fluorescente. Las células viables contintan convirtiendo el resazurin a resorufin
incrementando la fluorescencia alrededor de la célula. Figura 2.

A cada pocillo se le afiadieron 10uL de reactivo alamarBlue® por cada 100uL de

muestra colocada en el pocillo. Se esper6 un lapso entre 1-4 h de incubacién con 5%
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de CO»a 37°para posteriormente ser leido en lector de ELISA-Dynatech MR5000 a
570nm. Posteriormente los datos fueron analizados en GraphPad Prism 6-Demo.

Figura 2. Viabilidad de células normales VERO observadas en microscopio

invertido.

7.5.8 Darfio Histopatoldgico en ratas macho Wistar

El estudio se realiz6 en el Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB) de la
Universidad Autonoma de Coahuila en la Ciudad de Torre6n,24 ratas macho (Rattus
novergicus) de la cepa Wistar de 6-8 semanas de edad, peso aproximado 200 g. Se
mantuvieron en un ambiente con temperatura de 22-24°C; ciclos de luz / obscuridad
12/12 h. 55-60% de humedad relativa y con acceso al alimento y agua ad livitum.
La ruta de exposiciéon de ingestion fue la dosis de referencia oral (RfDo) para
sustancias toxicas no carcinogénicas (Moo-Puc et al. 2011), por 7 d a razén de una
dosis c/24 h. Se trabajo con los extractos acuosos de C. ternifolia y P. glandulosa.
Los extractos acuosos fueron preparados en agua inyectable en las concentraciones
de 250, 750 y 1700 pug mL 1, de cada una de las plantas previamente mencionadas
por triplicado. Como control positivo se utilizd rifampicina 1700 pg mL -

L(antibidtico que es oxidado por la isoenzima CYP3A4, ademas de inmunosupresor
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e inductor de mayor relevancia clinica para [CYP3A4] y como control negativo agua
inyectable a razén de 1mL, también por triplicado.

Las 24 unidades experimentales (ratas) fueron pesadas previo al ensayo y
distribuidas en jaulas 8 x 3 unidades experimentales. Pasado el tiempo establecido
se recolecto muestra de sangre con anticoagulante para analisis hematico y sin
anticoagulante para analisis bioquimico, enseguida se sacrificaron por dislocacion y
se realizd la recoleccidn de tejidos y organos para analisis histopatoldgico en
formalina tamponada al 10 % (agua destilada 900mL; formalina al 37% 100mL;
fosfato de sodio monobasico 4g; fosfato de sodio dibasico 6.5g. [disponible en;
http//: www.sovepem.org.ve ].

Otra parte de tejido fue lavado en formalina tamponada y conservado en RNAlater,
RNA Stabilization Reagent (cat.76106) de QIAGEN, colocando (100uL de Buffer
de lavado + 100uL de RNA-later) con aproximadamente 3-5ug (0.5cm) de tejido en
tubo eppendorf y se guardd a -20° C por tiempo indefinido, para identificacion

posterior de RNA.

Parte del tejido conservado en formalina tamponada se sometid a fragmentacion
celular utilizando sacarosa 0.34 M y en un Potter de 10 mL (Modelo-196310)
tomando de 5-10 g de tejido. El tejido se disocié utilizando hielo seco para evitar el
calor y la pérdida de organulos celulares y se suspendié en exceso de medio de
sacarosa (de 4-10 veces el volumen del tejido antes de centrifugar). Se inici6 con
600 gravedades por 10 min, seguidas de 10 000 por 15 min, 10 000 por 15 min, 20
000 por 60 min (dos veces) y 10 000 por 15 min. En cada evento se homogenizaba
el tejido triturado con sacarosa antes de volver a centrifugar en Ultracentrifuga-
PB02.

7.5.8.1 Analisis Histopatoldgico de higado y rifién
Los d6rganos conservados en formalina tamponada al 10%, fueron trasladados al

Laboratorio Tisular y Molecular Matriz-Torredn Coah, donde se procedio a colocar
cada una de las piezas en la plancha de diseccién, seleccionando el 16bulo principal
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en el caso del higado para realizar el corte y ser colocado en la capsula de proceso,
de la misma forma se trabajé para la pieza de rifion. En este paso se realiza la primera
descripcion anatdmica como medicion y caracteristicas fisicas observables. El tejido
en la capsula se colocd en formalina por 7 h posteriormente fue sacado y colocado
en Histokinet (Van Wissel — procesador digital de tejidos), con 12 jarras de proceso
y por un tiempo del2 h quedando lista la capsula y embebida en parafina, se saco se
paso al molde en cubo para realizar la inclusion del tejido en parafina, se permitio
que se enfriara colocandose sobre hielo posteriormente los cubos de parafina con el
tejido fueron rebajados utilizando equipo de Microtome (“820” Spencer), con
navaja de bajo perfil hasta cortar piezas del tejido de interés. Los finos cortes de
parafina se pasaron a bafio de flotacion (Tissue Floating Bath. XH-1001) a 52°C
para lograr el extendido perfecto del corte realizando dos por cada pieza de tejido,
se sacaron y colocaron en laminillas previamente identificadas, se procedi6 a
desparafinar de 15-30 min en estufa (Fisher Scientific IsoTemp Incubator) a 60°C,
se sumergieron en Xilol concentrado por 10 min y se procedio a la tincién en el tren
de quirdrgica de la siguiente manera: 20 pases en alcohol absoluto, 20 pases en
alcohol al 96°, se secaron las laminillas en toallas de papel y se enjuagaron con agua
corriente, se secaron y se dejaron 5 min en hematoxilina, se enjuagé con agua
corriente y secd, luego 20 pases en alcohol al 96°, se secd y se tifieron 1 min con
eosina-Golden, se metieron en alcohol al 96° 20 pases, luego 20 pases en alcohol
absoluto, se sec6 y paso a xilol 5 min, posteriormente se realizé el montaje con

resina diluida en xilol para posteriormente realizar la lectura microscépica.

7.5.9 Actividad biologica de los extractos en la induccion de CYP450

Ensayo de CYP3A4

El ensayo de induccion de CYP3A4 por método cinético enzimatico con kit
comercial VIVID® CYP450 RED [CAT. N° P2856] (Marks 2002, 2004; Marks et

al. 2003). La finalidad del ensayo consistié en exponer los extractos de las plantas

en estudio en presencia de Baculosomas Plus Reagent para identificar la induccion
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o0 inhibicion de los CYP50, utilizando un estandar VIVID-RED Fluorescente, de
concentracion 0.1 pmol, Ketoconazol 10uM (como inhibidor positivo) Sigma
Aldrich (Cat. N° UC280), Rifampicina 10uM (Patente Rifadin, como inductor) y
buffer 2X diluido con agua grado HPLC como blanco de reactivo. Los reactivos
Vivid CYP450 de buffer de reaccion-l1 (Cat. N° p2881) se almacenaron a
temperatura ambiente, CYP3A4 Baculosoma Plus Reagent (Cat. N° P2377) a-80°C,
Vivid substrato BOMR (Cat. N° P2865) y Vivid Red Fluorescente estandar a -20°C
y con proteccion de la luz hasta el momento de su utilizacion. El substrato fue
reconstituido con 150pL de acetonitrilo anhidro y a atemperado a 50°C para su uso;
la reconstitucion del Estandar Fluorescente fue de 500uL DMSO + 500uL de H20
grado HPLC, para ajustar a una concentracion final de 100 uM; el buffer de reaccion
Vivid® CYP450 se diluy6é en H.O grado HPLC y se conservd a 18- 25°C y
posteriormente con este mismo se prepararon los estandares, inhibidores,
inductores, solucion de nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADP+), y los
extractos de las plantas en estudio en concentraciones de 1500, 750, y 375 ug mL™?

por triplicado cada dilucion de cada planta respectivamente.

Para la curva de calibracién se consideraron siete puntos por triplicado, mas el
blanco de reactivo partiendo de una concentracion de (500uM). El volumen final en
cada pocillo de reaccion fue de 200uL; para las muestras de las plantas, Ketoconazol
y rifampicina se afiadieron 100uL de la concentracion preestablecida y 100uL de
Buffer de reaccion y en el blanco 200 pL de buffer. Se afiadié 50uL de Baculosomas
de concentracion 5nM a cada pocillo, se incubd la placa 10 min a temperatura de
18-25°C, para permitir que los componentes interactuaran en ausencia de la enzima
y se realiz6 una pre-lectura. Se prepar6 el sustrato Vivid-NADP+ y se dispensé en
cada pocillo 10pL y se leyo inmediatamente en lector de ELISA (WHY 101) a
520nm.
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8. RESULTADOSY DISCUSION

8.1 Colecta e identificacion del material vegetal en estudio

En la colecta de las plantas en estudio seis especies fueron silvestres: T. recurvata,
G. oxyphyllum, E. heterophyllum, S. angustifolia, P. glandulosa y L. mexicana, y
tres de parcela agricola: T. stans, C. ternifolia, y C. equisetifolia. Y se identificaron
en la UAAAN Unidad Torredn, con el N° CRB- Agroecologia 002/012. En la Tabla
5 se mencionan los nombres comun vy cientifico de las plantas utilizadas en este

trabajo.

Tabla 5. Nombre cientifico y comun de las plantas en estudio

Nombre cientifico Nombre comun
Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don. Hierba del negro (corddn)
Prosopis glandulosa Torr. Mezquite local
Tecoma stans (L.) Juss. Lagrima de San Pedro
Tillandsia recurvata L. Heno
Loeselia mexicana (Lam.) Brandegee Huachichile
Gnaphalium oxyphyllum DC. Gordolobo
Eryngium heterophyllum Engelman Hierba del sapo
Casuarina equisetifolia (L.) Pinabete
Calea ternifolia (Kunth.) Prodigiosa (hierba amarga)

El proyecto recibi6 el registro: CEI-PROMEP/103.5/11/5575P/CA 180. UANL-
FCB.

8.2. Obtencion de extractos de las plantas en estudio

Las plantas utilizadas en este estudio son empleadas por los habitantes de la

Comarca Lagunera como parte de la farmacognosia cultural en forma de infusiones

o cataplasma (Gonzalez et al. 2002). Los rendimientos de los extractos acuosos y
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metanolicos de las plantas en estudio se muestran en la Tabla 6. En estudios previos
se ha encontrado que la familia Asteracea tiene un rendimiento del 8-10% al extraer
latex de su raiz (Vito yPetenatti 2009) y de partes aereas (Cabrera y Hiran 2012)
como es el caso de Phania matricarioides (manzanilla) en extracto acuoso con un
16%, y en el presente estudio Calea ternifolia siendo de la misma familia present6

un 17% de rendimiento, siendo el mas alto.

Tabla 6. Rendimiento de los extractos acuosos y metandlicos de las plantas en estudio.

% p/p de los extractos

Planta —
Acuoso Metandlico

1) Gnaphalium 3.78 6.05
oxyphyllum

2) Tillandsia 3.61 5.56
recurvata

3) Loeselia mexicana 7.00 7.05

4) Prosopis 11.39 13.81
glandulosa

5) Sphaeralcea 1.20 10.32
angustifolia

6) Tecoma stans 16.90 9.33

7) Cassuarina 10.06 13.52
equisetifolia

8) Calea ternifolia 17.00 12.36

9) Eryngium 8.79 5.58

heterophyllum

8.3 Identificacion parcial de los componentes de los extractos

En nuestro estudio las pruebas fitoquimicas dieron resultados positivos para taninos,
flavonoides, carbohidratos, dobles enlaces, grupo carbonilo, triterpenos, cumarinas,
alcaloides, saponinas y sesquiterpenlactonas, ademas las plantas pueden presentar
otras toxinas vegetales como glucésidos, inhibidores de colinesterasa, aminas

vasoactivas, latirogenos, sustancias fenolicas, alcoholes, fitoestrogenos, inhibidores
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de proteasas, antiminerales, antivitaminas, como lo indica Ruiz (2012). Los
extractos obtenidos, se sometieron a pruebas quimicas, encontrando que los
extractos acuosos con mayor namero de grupos funcionales fueron: L. mexicana, P.
glandulosa, C. ternifolia y E. heterophyllum y en los extractos metandlicos fueron:
G. oxyphyllum, C. ternifolia, T. stans, P. glandulosa y T. recurvata como se muestra
en la Tabla 7 y Tabla 8.

Tabla 7. .Pruebas quimicas realizadas a los extractos acuosos de las plantas en estudio.

L.mexicana P. glandulosa C. ternifolia E. heterophyllum

Taninos - - + -
Flavonoides + + - +
Carbohidratos + + + +
Dobles enlaces - - - -
Grupo carbonilo - - - +
Esteroles - - - -
Triterpenos
Cumarinas

Alcaloides

Saponinas

Sesquiterpen- - -
lactonas

+ + + +
+ + +
1
1

Presencia de grupo o compuesto (+). Ausencia de grupo o compuesto (-)

Tabla 8.Pruebas quimicas realizadas a los extractos metanolicos de las plantas en estudio.

G.oxyphyllum T. recurvata P.glandulosa T. stans C. equisetifolia

+

Taninos
Flavonoides
Carbohidratos
Dobles enlaces
Grupo carbonilo
Esteroles
Triterpenos
Cumarinas
Alcaloides - -
Saponinas
Sesquiterpen-
lactonas

+ + + +
1

+ +
+ 1

+ + 0+ 4+
+ +

+ 0+ + '
+ + o+ 0+

+ + + +

+ o+ 0+

Presencia de grupo o compuesto (+). Ausencia de grupo o compuesto (-).
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En G.oxyphyllum estudios previos han reportado diterpenos (Meragelman et al.
2003), flavonoides, compuestos acetilados y carotenos (Villagdmez-lbarraet al,
2001), en el presente estudio en el extracto acuoso se encontraron carbohidratos,
cumarinas, saponinas y sesquiterpenlactonas. En el caso de T.recurvata se ha
reportado la presencia de alcaloides y taninos (Espinoza 2003) en nuestro caso no
se identificaron fitocomponentes en el extracto acuoso. En L. mexicana se han
reportado flavonoides como la quercitina (Smith et al. 1977), la cual es posible que
confiera proteccion a los eritrocitos humanos (Zbikowska et al. 2014), triterpenos
(Jiménez et al. 1989) y cumarinas (Navarro et al. 2007)y en el presente estudio se
encontré flavonoides, carbohidratos, triterpenos, cumarinas y alcaloides. En
P.glandulosa se han encontrado carbohidratos, proteinas, aflatoxinas y ochratoxina
A (Choge et al. 2007), en el presente estudio también se encontraron carbohidratos,
flavonoides, cumarinas, alcaloides y saponinas. (Zamora-NF et al. 2008), también
se han encontrado en semillas de la familia Fabaceae alcaloides. En T. stans se han
encontrado alcaloides, cumarinas, flavonoides, sesquiterpenlactonas, esteroles,
multiesteroles, saponinas, azlcares, quinonas, e insaturaciones (Ibarra et al. 2009),
en la presente investigacion se detectaron cumarinas y saponinas. En el caso de C.
ternifolia se le han aislado compuestos como flavonas (Martinez et al. 1987) y
sesquiterpenlactonas (Lee et al. 1982),en este estudio se encontraron taninos,
carbohidratos, cumarinas saponinas y sesquiterpenlactonas. Y para E.
heterophyllum, en el estudio fitoquimico mostré la presencia de flavonoides,
carbohidratos, grupos carbonilo, cumarinas, saponinas y sesquiterpenlactonas, en
estudios previos se le han encontrado: aceites esenciales acetilados, cumarinas,
saponinas, flavonoides y derivados del acido rosmarinico (Marroquin-Segura et al
2013; Pietta 2000).

8.4 Cromatograma de los extractos de las plantas por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC)

Los componentes identificados en las plantas de uso en medicina tradicional en la

region tienen compuestos fenolicos como muestran los tiempos de retencién de los
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estandares utilizados y los cromatogramas de los extractos de las plantas en estudio
en andlisis por HPLC de acuerdo al método utilizado (Del Caro y Piga2008). Solo
se muestran los cromatogramas de las plantas que presentaron mayor toxicidad o

citotoxicidad.

En la Tabla 9 se muestran los datos obtenidos en los cromatogramas de las plantas
en estudio y los estandares de referencia del: acido clorogénico, acido galico, rutina,
quercetina, epicatequina, &cido siringico y catequina. Se muestran los tiempos de
retencion (min) la altura del pico (mAU) y el area del pico (%), DAD, Sig= 280.
Para E. heterophyllum no se presentaron tiempos de retencién similares a los

estandares utilizados.

Tabla 9. Datos obtenidos de los cromatogramas de las plantas en estudio y los estdndares dereferencia
por HPLC.

Planta o estandar Tiempo de retencion (min) Altura(mAU)f Avrea (%)
12.315 170.79034 5.8019
G. oxyphyllum 33.435 312.15176 8.5775
36.266 80.04171 2.7834
52.572 30.46993 1.5179
55.614 376.76300 7.3752
L.mexicana 17.631 8.62556 3.1619
52.437 35.05265 34.2319
54.216 18.00462 18.2952
55.808 9.92788 12.4810
T. recurvata 17.254 1.36402 1.6117
33.498 3.76931 4.7383
37.657 6.94531 12.8087
C. equisetifolia 17.645 3.93459 4.9175
33.655 2.91672 7.1478
42.102 22.62092 64.1881
C. ternifolia 34.661 46.81346 16.4344
42.277 12.62434 3.9257
53.297 42.22793 5.7286
56.880 172.52284 30.8306
P. glandulosa 53.447 2.75334 10.8808
56.972 3.96386 13.2239

S. angustifolia 2.598 6.10945 17.5677
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5.013 12.82531 41.9564
17.837 5.00209 3.8973
6.570 25.16522 11.4406
48.048 11.44309 22.4872
T. stans 53.676 9.38178 18.1373
55.606 11.72399 25.8470
61.469 16.24419 32.1157
E. heterophyllum 35.393 15.76963 19.6608
61.390 57.44682 45.3663
Catequina 2.162 197.35651 98.8124
Epicatequina 34.661 46.81346 16.4344
Rutina 52.515 1830.73480 96.9008
56.652 33.74489 1.4891
Quercetina 53.409 3.96 0.4802
Acido clorogénico 33.882 1610.18945 99.1247
Acido galico 17.662 668.90607 43.6375
18.132 1622.90588 55.9797
Acido siringico 37.322 3141.47656 99.5139

TmUA (mil unidades de absorbancia en luz ultravioleta a 280nm)

En los cromatogramas de los extractos de las plantas en estudio se encontr6 similitud

en los tiempos de retencion de los estandares utilizados.

Las figuras 3-18 corresponden a: G. oxyphyllum, con un tiempo de retencion de
33.435,52.572 y 55.614; L.mexicana 17.631, 52.437 y 54.216; T. recurvata 33.498;
E. heterophyllum 35.393 y 61.390;C. ternifolia 34.661; P. glandulosa 53.447 y
56.972; S. angustifolia 2.598 y 5.013; T. stans 55.606 y 61.469; C. equisetifolia
17.645; y los estandares de: &cido galico con 17.662, acido clorogénico 33.882,
rutina 52.515, catequina 2.162, epicatequina 34.661, quercetina 53.409 y acido
siringico con 37.322 min respectivamente. Se encontrd en las plantas en estudio
tiempos de retencién similares a los estandares de los siguientes compuestos: G.
oxyphyllum con rutina y acido clorogénico, L. mexicana con acido galico y rutina,
T. recurvata con acido siringico y acido gélico, C. ternifolia con quercetina, rutina
y epicatequina, P. glandulosa con quercetina y rutina, C. equisetifolia con acido
galico y quercetina, S.angustifolia con catequina y acido galico y Tecoma stans con
quercetina. Solo en Eryngyum heterophyllum no se encontr6 cromatograma con

similitud a los estandares utilizados.
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DAD1 A, Sig=280,10 Ref=off ( Gnaphalium oxyphyllum )
mAU J
3503
3003
250 3
200
150
100

©

&
585
503 g }LQ
] ™
\,4—|—‘»u--1=rw1—rn—n—rr—rm—v—1"+gﬂ'\¢ L“v

33.453

12.315

,\q_

1285

un
[v]
o
o
s

Tt -ﬁj @

-089 _ g8 510

71 903
3 154

74 548
5 965

03
— e :
0 10 2 30

Figura 3. Cromatograma deI extracto de G. oxyphyllum a una concentracion de 1000 ugmL -1, enuna

proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).

DAD1 A, Sig=280,10 Ref=0ff (  Loeselia mexicana )
mAU 5
25 %
20 ©
o
s iy
10 ] &8 . l“g;"l 8
o ] - (1?8
X 8 B B 3 g8 (18 & &
0 ‘l'\ “rl 3 © 8. T‘ VAR
5 - ’\__,\__\'fVT e PRIV S WP ‘/\_/\jk‘#\/u IR ER VLN
-10
T T ‘ 0w
Figura 4. Cromatograma del extracto de L.mexicana a una concentracion de 1000 pgmL?, en una
proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 5. Cromatograma del extracto de T. recurvata una concentracion de 1000 ugmL?, en una

proporcion 70:30(metanol:agua grado HPLC).
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Figura 6. Cromatograma del extracto de E. heterophyllum a una concentracion de 1000 pgmL™, en
una proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 7. Cromatograma del extracto de C. ternifolia en una concentracion de 1000 pgmL-2, en una
proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 8. Cromatograma del extracto de P. glandulosa a una concentracién de 1000 ugmL?, en una
proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 9. Cromatograma del extracto de S. angustifolia a una concentracion de 1000 pgmL™, en
una proporcion 70:30(metanol:agua grado HPLC).
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Figura 10. Cromatograma del extracto de T. stans a una concentracion de 1000ugmL?, en una

proporcion 70:30(metanol:agua grado HPLC).

DaD1 A, Sig=280.10 Ref=clf [ rpceyaring equisetifolia)
mAL
15
10
2 |
5 3 ¢ b4 g
- S I o e
[i] ! 2 - | 71
E I| |“| i A\—Y_,_,_,J'\__,_
T ‘—"_"““'""—"]’ —— —“r—_._h_,__A_ﬂ",__A ,,\__;_\_J-'L_ I
Bl
I T T T T T T
0 10 20 a0 40 50 80 mir

Figura 11. Cromatograma del extracto de C. equisetifolia a una concentracién de 1000 pgmL™?, en
una proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figural2. Cron_wat-égrarria'déi estandar de 4cido galico a una concentracion de 1000 pgmL?, en una

proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 13. Cromatograma del estandar de acido clorogénico a una concentracion de 1000 pgmL-,

en una proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 14_. ér_()ha;cbgramz; d-él_?e_sténdar de rutina en una concentracion de 1000 pgmL™, en una
proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 15. Cromatograma del estandar de catequina a una concentracion de 1000 ugmL™2, en una
proporcion 70:30(metanol:agua grado HPLC).
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Figura 16. Cromatograma del estandar de epicatequina a una concentracion de 1000 ugmL™, en
una proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 17. Cromatograma del estandar de quercitina a una concentracion de 1000pgmL™, en una
proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).
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Figura 18. Cromatograma del estandar de acido siringico a una concentracion de 1000 pgmL-, en
una proporcion 70:30 (metanol:agua grado HPLC).

En G. oxyphyllum y L. mexicana se identifico rutina, esta se sintetiza a partir de la
quercetina y ambas son consideradas de baja toxicidad, la rutina es un flavonoide y
se ha reportado que estos reducen los radicales libres y quelan metales, impidiendo
reacciones catalizadoras a nivel celular (Thompson et al. 1976). El &cido
clorogénico esta considerado como "posiblemente carcindgeno para los humanos*
(Peppercorn y Goldman, 1972; Gonthieret al. 2003), en este trabajo se observo
toxicidad considerable sobre A. salina. (Moon et al.2006), mencionan que es
importante la accién enzimatica de los flavonoides, su concentracién en la ingesta y
su viabilidad oral puede ser baja a diferencia de los estudios que se realizan in vitro,
por lo que es dificil dar seguimiento a los preparados herbales ingeridos y el
incremento de su concentracion en plasma sanguineo ya que puede haber variacion
entre individuos, factores genéticos y ambientales, metabolismo enzimatico y
padecimiento u enfermedad de un individuo asi como la interaccién que estos
pudieran tener con otros farmacos utilizados. Wei-Min Zhang y Wu-Yang Huang
en (2014), sefialan la importancia de compuestos polifendlicos como el acido
siringico, epicatequina y acido galico por su gran relevancia en los alimentos que
los contienen y que les confieren gran capacidad antioxidante. En el presente estudio
estos componentes se detectaron en las plantas estudiadas mostrando asi que la
mayoria de los estudios consideran la parte benéfica de los metabolitos secundarios
de las plantas y existen escasos reportes como el presente que buscan los efectos

toxicos de estas.
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8.5 Actividad biologica y citotoxicidad de los extractos en eritrocitos por

citometria de flujo (FASC)

Para la prueba de Eriptosis en eritrocitos de donador sano se realizd la curva de
ensayo utilizando rifampicina ampliamente utilizada en el tratamiento de la
tuberculosis y cuyos efectos son anemia hemolitica como resultado de la
estimulacion de eriptosis. Estudios previos que han utilizado este farmaco en
concentracion mayor o igual a 24 pg mL, al exponer a los eritrocitos por 48 h, han
encontrado la evidencia de eriptosis al marcar los eritrocitos utilizando Annexina-
V-FITC e interpretando por FACS (Abed et al. 2012; Adem et al. 2014).

Previamente a la realizacidn del ensayo se corri6 la curva de estandarizacion, figura.
19, donde se muestra la eriptosis producida por el efecto de la rifampicina a
diferentes concentraciones, control positivo y negativo sobre eritrocitos humanos de

donador sano.
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Cont(-) Cont(-)T Rif25 Rif50 Rif75 Rif 100
Figura 19. Curva de Rifampicina en eritrocitos (E) vs control. Control negativo sin tefiir[Cont (-)],
control negativo tefiido [Cont(-) T], Rifampicina (Rif) de 25,50,75,100 mg mL respectivamente. Los
(E) de donador sano y expuestos 24hrs, 37°C, sol. Hank’s; 1x10°¢ (E)/mL, tefiidos con Anexina V-
FITC, y analizados en FACS. Como resultado del efecto de la exposicidn se observa eriptosis (%),
en Rif 25(76%); Rif 50(100%); y en Rif 75(87%) y Rif 100 (77%) los eritrocitos presentan

alteraciones morfolégicas v lisis celular.
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La eriptosis es la muerte suicida del eritrocito caracterizada por el encogimiento y
la ruptura de la célula que causa una exposicién y asimetria de la fosfatidilserina en
la superficie de la membrana del eritrocito que incrementa la actividad del Ca?* en
el citosol. Esta actividad puede ser analizada mediante el andlisis de FACS
considerando que al quedar expuesta en la membrana la fosfatidil serina, es posible
estimarla mediante una union fluorescente utilizando Annexina V-FITC (Jilani y
Lang 2013). En estudios previos en los que se han utilizado compuestos fendlicos y
polifendlicos, muestran que estos compuestos en concentraciones de hasta 15 uM
en un periodo de exposicion de 48 h incrementan el Ca®** en el citosol y la
consecuente deformacion de la membrana del eritrocito que expone a la fosfatidil
serina la cual puede ser detectada por la presencia de Annexina V-FITC vy la
presencia de eriptosis (Zbidah et al. 2013). Existen otros componentes de origen
vegetal que también pueden ocasionar eriptosis (Jilani y Lang 2013),también el uso
de medicamentos como los utilizados para la enfermedad obstructiva pulmonar
(Bromuro de Ipratropium, y Sulfato de Albuterol) ocasionan eriptosis (Shaik et al.
2012). Aungue hay componentes naturales de las plantas que les confieren
propiedades farmacoldgicas para una sola planta que van desde antimicrobiana,
antiparasitaria, anti-inflamatoria, anticancerigena, cardiotonica, inmunosupresora,
accion anti-infertilidad, neuroprotectiva, anti-ateroesclerética, como el Plumbagin
(5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone, 1), sin embargo este componente
organico propicia la induccion de eriptosis y /6 apoptosis por despolarizacion de
mitocondrias al inhibir a la familia de proteinas Bcl-2 que regulan los procesos de
permeabilizacién mitocondrial constituyendo asi un blogueo para la muerte en las
células nucleadas y anucleadas (como el eritrocito) que evitan la contraccién
citoplasmatica, condensacion nuclear y desorganizacion de la membrana plasmatica
(Lupescuet al. 2012). Ademés, se ha explorado si los flavonoides en la dieta
provenientes de citricos (como la naringina) con propiedades antiapoptdéticas y
antioxidantes en células nucleadas y anucleadas interfieren con la eriptosis y han
concluido que los flavonoides incrementan el Ca?* en el citosol y con ello la
modificacion de la membrana del eritrocito por el agotamiento de energia y el

subsecuente proceso de eriptosis (Shaik et al. 2012).
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En el presente estudio se encontrd que las plantas estudiadas poseen compuestos
fenolicos y la exposicion de los eritrocitos a los extractos causoé la induccion de
eriptosis. Para G. oxyphyllum, T. recurvata, y C.equisetifolia en la concentracion de
10 pg mLpresentaron un % de eriptosis similar al control (+) de rifampicina, en L.
mexicana, P.glandulosa, S.angustifolia y C. ternifolia la eriptosis se present6 en la
concentracion de 100 pg mL™? y en T. stans y E.heterophyllum en 1000 pg mL™*

respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10. Eriptosis de los extractos acuosos a diferente concentracién de las plantas en estudio sobre

eritrocitos humanos de donador sano.

Planta Extracto acuoso (ug mL™?) Eriptosis (%)
G.oxyphyllum 10 74
T.recurvata 10 78
C.equisetifolia 10 72
L.mexicana 100 82
P.glandulosa 100 70
S.angustifolia 100 99
C. ternifolia 100 73
T.stans 1000 100
E.heterophyllum 1000 71
Control negativo (1x10° 0 12

eritrocitos mL™?)
Control positivo 25mg mL™ 0 76

de Rifampicina)
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8.6 Volumen corpuscular medio (VCM)

Los eritrocitos humanos en presencia de componentes polifenolicos han mostrado
una minima actividad hemolitica (Gangwar et al. 2014; Mawatari y Murakami 2001)
y en el presente estudio los extractos de las plantas y la modificacion del VCM, en
los eritrocitos por la exposicion a componentes naturales y/o como los compuestos
fendlicos se vieron incrementados con valores (> a 97 fL) y se muestra en la Figura
20y Figura 21.

Control (+) anormal

I control (-) E ,Normal
150 -
G.oxyphyllum
— yehy
B Trecurvata
P 100 A )
2 L.mexicana
s I P glandulosa
(@) Bl s.angustifolia.
>
HE Tstans
50+
Il C cquisetifolia
I C ternifolia
0= I £ heterophyllum

Plantas en estudio

Figura 20.Volumen corpuscular Medio (VCM) en los eritrocitos después de la exposicion a los

extractos acuosos de las plantas en estudio(500 ug mL). Control (+) y Control (-).
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Figura 21. Volumen Corpuscular Medio (VCM) en los eritrocitos después de la exposicion a los

extractos metandlicos de las plantas en estudio(500 ug mL2). Control (+) y Control (-).

En ambas figuras se observan valores cercanos al control (+) anormal y aunque son
escasos los estudios en los que se ha medido el VCM, de eritrocitos expuestos in
vitro a componentes naturales, hay evidencia de otros investigadores que han
trabajado para conocer el efecto de los compuestos fenélicos in vitro sobre el efecto
de inhibir a glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGD) y dentro de sus hallazgos se encontré que algunos
componentes fenolicos inhiben a ambas enzimas, sin embargo se ha mostraron que
el acido clorogénico y acido siringico no inhibieron a las enzimas mencionadas
(Adem et al. 2014). En el presente estudio es de importancia mencionar que se

encontrd la presencia de estos componentes fendlicos en las plantas estudiadas.
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8.7Acido tiobarbitiirico / malondialdehido (TBARS/MDA)

La evaluacion de peroxidacion lipidica por la medicion de sustancias reactivas de
acido tiobarbitarico asi como la actividad de las enzimas catalasa y superoxido
dismutasa como mecanismo de dafio celular en eritrocitos ha sido investigada en
eritrocitos de rata sometidas a intoxicacion con fluoruro de sodio, lo que causa un
incremento en la peroxidacion lipidica y una disminucién en la actividad de las
enzimas, sin embargo estos estudios in vivo han demostrado que compuestos
fendlicos como el acido gélico y la vitamina C, confieren un estado de proteccién
que evita la peroxidacion y la disminucién de la actividad enzimética (Mawatari y
Murakami 2015; Nabavi et al. 2013). En peroxidacion lipidica sobre los eritrocitos
estudiados se encontro que para TBARS/MDA, los valores estan por encima de lo
establecido como normal (18.6-39.4uM) y los resultados se muestran en la Tabla 11
y Figura 22, Figura 23.

Tabla 11. Disefio de trabajo en el estandar colorimétrico de MDA.

Tubo MDA (uL) Agua (UL) MDA (uM)
A 0 1,000 0

B 5 995 0.625
C 10 990 1.25
D 20 980 25

E 40 960 5

F 80 920 10

G 200 800 25

H 400 600 50
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Figura 22. Cuantificacién de Malondialdehido acido tiobarbitdrico (MDA/TBARS) en eritrocitos (E)
(2x107) lisados. Después de la exposicion al extracto metandlico (500 pug mL™) de las plantas en
estudio. Control (+) E, expuestos a lipoperoxidacién y Control (-) E, no expuestos a lipoperoxidacion
y un V.N., referido para el ensayo de MDA/TBARS de 18.6 a 39.4 pM.
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Figura 23. Cuantificacién de Malondialdehido acido tiobarbitirico (MDA/TBARS) en eritrocitos (E)

(2x107) lisados. Después de la exposicion en extracto acuoso de (500 ug mL?) de las plantas en
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estudio. Utilizando Control (+) E, expuestos a lipoperoxidacién y Control (-) E, no expuestos a
lipoperoxidacién y un V.N., referido para el ensayo de MDA/TBARS de 18.6 a 39.4 M.

En otro estudio se ha analizado la membrana de los eritrocitos humanos expuestos
a radiacion en presencia de quercetina, encontrando que la concentracion de TBARS
se incrementa, siendo mayor en los glébulos rojos irradiados en presencia de
quercetina (2-50 uM), ademaés de encontrarse la presencia de hemdlisis(Zbikowska
et al. 2014). También en este estudio se observa un valor aumentados de

TBARS/MDA superiores al valor normal de (VN =18.6 -39.4 uM).

8.8 Perdxido de Hidrégeno (H2032)

Para la determinacion de H.O2 ambos extractos (acuoso y metandlico) de las plantas
estudiadas presentaron valores superiores a 14.7uM. Los valores normales para esta
molécula se han considerado que una concentracién mayor o igual a 50uM, es
citotoxica, para animales, plantas y bacterias. Sin embargo, en sangre humana es de
~ 35uM (Varma y Devamanoharan 1991; Deskur et al. 1998), aunque otros autores
indican que es cercano a cero (Frei et al. 1988).

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de H20»,
en el extracto metandlico. Se observé una media de 3.9 uM (Figura 24) y en el
extracto acuoso una media de 14.7 uM (Figura 25) estos comparados con el control

(sin exposicion a extractos) de 4.0uM.
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Figura 24. Cuantificacidn de peroxido de hidrégeno (H202) en eritrocitos después de la exposicién

de 500 pg mL! de los extractos metandlicos de las plantas en estudio. Control (+) y Control (-).

La produccion de perdxido de hidrogeno (H202) por los eritrocitos después de la
exposicion a 500 ug mLde los extractos metandlicos fue de 5 uM menor o igual

que el control negativo.
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Figura 25. Cuantificacion de peroxido de hidrégeno (H202) en eritrocitos después de la exposicion

de 500 pug mL* de los extractos acuosos de las plantas en estudio. Control (+) y Control (-).
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Otros estudios indican que los compuestos derivados de las plantas tienen actividad
protectora contra la actividad de H>Oz, que es citotoxica y sin embargo se considera
que algunos extractos vegetales también tienen dicha actividad (S6hretoglu et al.
2012).

También se han realizado estudios con compuestos fendlicos para conocer la
capacidad de evitar hemdlisis en eritrocitos humanos aprovechando la propiedad
antioxidante de estos componentes fitoquimicos (Sundaram et al. 2011). Otras
investigaciones han evaluado los compuestos fendlicos en concentracion (5uM)
para observar su efecto de proteccion de hemolisis en glébulos rojos expuestos a
H>02 y se encontro que entre 40-80 UM, resultd ser efectivo, sin embargo cuando
se utilizé una concentracion de los componentes fendlicos de 10 a 20 UM no confirid
tal efecto aun cuando los componentes se utilizaron de forma individual (Paiva-
Martins et al. 2010), sin embargo aunque en el presente estudio no se realiz6 de
forma individual para cada componente del extracto se logré comprobar la accion
de ambos extractos (acuosos y metanolico) en la medicion de la molécula de H.O>
en los eritrocitos. Ademés esta molécula es un radical libre, derivada del oxigeno
que genera un sistema utilizado por los compuestos fitoquimicos de tipo fendlicos
y que define la actividad antioxidante de los productos naturales que depende de dos
sistemas, uno de ellos la capacidad de prevenir la peroxidacién lipidica de la
membrana de los hematies y otro seria que ningin compuesto puede prevenir la
oxidacion de la hemoglobina (Pan et al. 1991), lo anterior favorece a los resultados
obtenidos en el presente estudio donde se ha tratado de identificar el efecto

citotoxico en la membrana del eritrocito.

8.9 Actividad bioldgica y toxicidad de los extractos en Artemia salina

En la Tabla 12 se muestran los resultados de toxicidad sobre A. salina de los
extractos de las plantas en estudio. Los criterios de toxicidad utilizados fueron:
DLso> 1000 pg mL* considerado como no téxico, > 500 <1000 ug mL™* considerado

con toxicidad débil y < 500 pug mL™? considerado toxico (Déciga-Campos et al.
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2007). Los extractos que mostraron toxicidad fueron T. recurvata, S. angustifolia y
G. oxyphyllum siendo este ultimo el que mostré mayor toxicidad (DLso de 200.6 pg
mL1).

Tabla 12. Actividad biolégica sobre A.salinade los extractos de las plantas en estudio.

Planta DLso(pug mL™?)
G. oxyphyllum 200.6
T. recurvata 278.8
L. mexicana 678.2
P. glandulosa 5135
S. angustifolia 293.0
T. stans 937.9
C. equisetifolia 722.5
C. ternifolia 777.4
E. heterophyllum 370.9

Meragelman et al. (2003) aislaron de Gnaphalium gaudichaudianum dos
compuestos (escualeno y estigmasterol) que mostraron toxicidad moderada en
larvas de A. salina, esto concuerda con lo observado en este estudio, pero con G.
oxyphyllumcon toxicidad frente a este mismo organismo; en otro estudio por
Déciga-Campos et al.(2007) se encontr6 que causaba mutaciones en S. typhimurium
TA98, pero sin actividad significativa en la letalidad en larvas del crustaceo. Para
T. recurvata no se encontraron estudios previos. A S. angustifolia se le ha atribuido
la presencia de tomentina (una cumarina) y el acido sphaeralcico con propiedades
antiinflamatorias (Garcia-Rodriguez et al. 2012), para L. mexicana, T. stans, C.
equisetifolia, C. ternifolia y E. heterophyllum con toxicidad leve, no se encontraron
estudios previos con reporte de DLso en A. salina, en P. glandulosa se han realizado
estudios previos con hallazgos de AM?-juliprosepina e indolizidinas (Rahman et al.

2011), en este estudio también se le considerd con toxicidad leve.
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8.10 Actividad bioldgica y evaluacion citotoxica de los extractos sobre la linea

celular normal VERO

Los datos fueron analizados en GraphPad Prism 6-Demo, en la Figura 26 se muestra
la curva de ensayo y en la Tabla 13 la citotoxicidad de los extractos de las plantas
en estudio en células normales VERO, L. mexicana y T. recurvata fueron las de

mayor citotoxicidad.

Y = 3.700e-005*X -0.01550
R2 =0.9987

570 nm)

Absorbancia (A

0.0 T T T T

(0] 5000 10000 15000 20000 25000

N° de Células mL™*

Figura 26. Curva de ensayo para la citotoxicidad de los extractos de las plantas en estudio.
Ensayo realizado por triplicado. Ecuacion Y = 3.700 e — 0.005 * X — 0.01550; R2 =
0.9987.
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Tabla 13. Citotoxicidad de los extractos acuosos de las plantas en estudio sobre la linea celular
VERO.

Planta ICso(ug mL1)
G. oxyphyllum >1000
T. recurvata 30.79
L. mexicana 25.07
P. glandulosa >1000
S. angustifolia >1000
T. stans >1000
C. equisetifolia 217.0
C. ternifolia >1000
E. heterophyllum >1000

En este trabajo se considero la actividad citotdxica de los extractos de la siguiente
manera, de acuerdo a lo establecido por el Instituto Nacional de Cancer de US (por
sus siglas en Ingles NCI), que define la propiedad de una sustancia contra células
cancerosas: 1Cso < 30 ug mL™ alta; de 30-100 ug mL™* media; y >100 ug mL* baja
(Suffness y Pezzuto 1990; Moo-Puc et al. 2011), por lo que T. recurvatay L.
mexicana presentan citotoxicidad alta con 1Cso de 30.79 y 25.07 pg mL?
respectivamente. No se encontraron reportes previos de la citotoxicidad de L.
mexicana, sin embargo, existen estudios etnobotanicos, fitoquimicos y
farmacoldgicos recientes que muestran a las plantas de la familia Polemoniacea
como las mas utilizadas por la medicina complementaria y alternativa basada en
evidencias por sus propiedades medicinales, sin embargo, sus propiedades
mutagénicas agudas y la toxicidad subcrénica también han sido reportadas (Hug et
al. 2014). En el caso de T. recurvata, se ha reportado que el extracto metanolico
crudo posee actividad antiproliferativacontra cinco lineas celulares de cancer, entre
ellas sarcoma de Kaposi, melanoma y linfoma, observando ICso de 2.5 ug mL*

(Lowe et al. 2013) y no existe reporte sobre células normales.
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8.11 Dario histopatoldgico en higado y rifion de ratas macho Wistar

Existen investigaciones realizadas sobre los efectos que ejercen los componentes
fenolicos. Las agliconas libres como la quercetina, genisteina y compuestos simples
como el ferulico, cafeico, p-cumarico, que son absorbidos a travées de la mucosa del
intestino delgado, determinado mediante ensayos experimentales en ratas (Petko
Alov et al. 2015). La transformacion de los flavonoides tiene lugar en dos
localizaciones: en primer lugar en el higado, por medio de reacciones de
biotransformacién de la fase | en las que se introducen o exponen grupos polares;
en segundo lugar en el colon mediante reacciones de biotransformacion de la fase
I1, en las que los microorganismos degradan los flavonoides no absorbidos. La
conjugacion con el acido glucoronico, sulfatos o glicina, parecen tener lugar tanto
para los flavonoides como para sus metabolitos procedentes del colon y los
conjugados solubles en agua pueden excretarse por la orina (Pietta PG 2000). En el
presente estudio realizado se encontr6 dentro de los componentes fendlicos a
quercetina, componente que se le ha asociado con toxicidad oral (Bolton 2014) y en
el experimento realizado utilizando tratamiento en dosis oral en ratas macho Wistar
se utilizaron los extractos de Prosopis glandulosa y Calea ternifolia, ya que en
ambas plantas se identificd por HPLC, el componente quercetina, sin embargo solo
en la dosis 1700 pg mL?, se evidenciaron cambios espongiformes en tdbulos
proximales (Figura 27). Y en tejido hepatico con presencia de infiltrado linfoide en
Figura 28, despues de la exposicion a extractos en un ensayo realizado por triplicado

en el modelo animal.
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En las Figuras 27 y 28 se observan los cortes histolégicos de tejido renal y hepéatico
del modelo animal tras la exposicién a los extractos de Prosopis glandulosa yCalea

ternifolia a 1700 pg mL*.Utilizado como control (+) rifampicina a 1700 pg mL™.

Figura 27. Corte histoldgico de tejido renal en una tincion con hematoxilina y eosina a la exposicion

del extracto de Calea ternifolia. Se observan cambios espongiformes en tabulos proximales.

Figura 28. Corte histoldgico de tejido hepético en una tincién con hematoxilina y eosina mostrando
infiltrado linfoidea la exposicion a los extractos de Prosopis glandulosa y Calea ternifolia, mostrando

un dafio similar al del control (+) con rifampicina.
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8.12 Analisis de parametros bioquimicos en ratas macho Wistar en la

exposicion a extractos de las plantas en estudio

Ademas de los cortes histoldgicos se analizaron los pardmetros hematicos; plaguetas

(Figura 29) y leucocitos (Figura 30).

1000
I Control plag. 500-1300 (10°)
4 800 I Rif. 1700 ng mL™*
=5
%< 600 I C.tern 1700 ug mL™"
o
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0 I P.gland 250 pg mL?
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Plantas en estudio

Figura 29. Comportamiento de los pardmetros hematicos. Cuantificacion de plaquetas (PLT) en ratas
macho Wistar después de la exposicion a diferentes concentraciones de los extractos acuosos de P.
glandulosa y C. ternifolia. Control (-) recuento de un control normal de plaquetas para la especie

animal utilizada. Control (+) rifampicina como agente productor de trombocitopenia.
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Figura 30. Comportamiento de los parametros hematicos. Cuantificacion de leucocitos en ratas macho
Wistar después de la exposicion a diferentes concentraciones de los extractos acuosos de P. glandulosa 'y C.
ternifolia. Control (-) recuento de un control normal de leucocitos para la especie animal estudiada. Control

(+) rifampicina como agente productor de leucopenia.
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En la Figura 31 los parametros bioquimicos mostraron alteraciones bioquimicas en los
distintos grupos de estudio del presente trabajo y de forma similar a lo estimado por
Henschler et al.(2011).

Control (+) Rifampicina
1000 - | (+) Rifamp
1700 pgmL
800 C.ternifolia 1700 pg mL™"

I C.ternifolia 750 pg mL?
600 A - 1
C.ternifolia 250 pg mL

-1
P.glandulosa 1700 mL
400 - g Y

I P.glandulosa 750ugmL'1
2001 |

Unidad internacional (U1 L™)

P.glandulosa 250 pg m Lt

Control (-) Agua inyectable

AST ALT F.ALK
Enzimas hepéticas

Figura 31.Comportamiento de los parametros bioquimicos. Cuantificacion de enzimas hepaticas y
valor normal en Unidades Internacionales por Litro (Ul L), (VN): alanina aminotransferasa (ALT,
VN de 35-80 Ul L?), aspartato aminotransferasa (AST, VN de 14-59 Ul L?) fosfatasa alcalina
(F.ALK, VN de 16-50 UI L) en el modelo animal, mostrando un incremento en comparacion con
la administracion de agua inyectable C(-) y rifampicina C(+).

8.13 Actividad biologica de los extractos en la Induccion de CYP450

La determinacion de la inhibicion humana de la familia de enzimas P450,
involucrada en el metabolismo de farmacos como (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l, CYP2J2, CYP3A4, y
CYP3AD5) es posible con ayuda de microsomas preparados a partir de células de
insecto que expresan una enzima humana citocromo P450 reductasa (Marks 2002,
2003) y aunque en los microsomas hepaticos es el Unico sitio donde se expresan las
enzimas CYP450, también se puede estudiar a diferentes enzimas de la misma
familia (Marks 2004; Cohen 2003; Trubetskoy 2005). En estudios recientes se ha

encontrado que los ligandos de CYP450 interactian con moléculas organicas
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(Danielson 2002) y en el estudio realizado se observé respuesta a la exposicion de
los extractos de las plantas estudiadas debido a que funcionan como sustratos de
CYP450.

Los componentes fitoquimicos que contienen las plantas son sustancias organicas
que se metabolizan en el higado con la posibilidad de inhibir o inducir la expresién
de CYP3A4 en los mamiferos, esta enzima tiene la caracteristica de que el sustrato
que ocupa el sitio activo conduce a una disminucion en agua de manera no adecuada
y una disminucion en el desplazamiento del oxigeno activado en el agua por lo que
se considera que la hidratacion es altamente dependiente del ligando de unién en
algunas isoformas de CYP, ademés los CYP que metabolizan farmacos se
caracterizan por un bajo grado de selectividad de sustrato (Hlavica 2001). En el
presente estudio CYP3A4, esta involucrada en la oxidacion de sustratos y es la
responsable del metabolismo de farmacos y de los componentes fitoquimicos, como
la quercetina encontrada en las plantas utilizadas en medicina tradicional, que esta
considerada entre los inhibidores de esta enzima y en la cual es necesario evaluar el
riesgo/beneficio del uso de este producto natural (Bolton2014), también lo es el
Ketoconazol que se utiliz6 como inhibidor de la enzima CYP3A4. La funcion de los
inhibidores conlleva al incremento de los posibles efectos que se derivaran del
consumo de componentes fitoquimicos al no ser metabolizados en el higado u en
otro posible sitio donde esta enzima sea sintetizada. También se encontraron otros
componentes fendlicos en las plantas en estudio como éacido galico, acido siringico,
rutina, epicatequina y acido clorogénico. En estudios de ensayos de elaboracion se
comprobd que el acido galico no es toxico debido a que su DLsg (dosis letal 50) en
ratas es de 5 g kg 1(Alnicolsa 2015).

En estudios previos realizados en vertebrados acuaticos se ha encontrado que el
acido galico es practicamente no toxico después de que se comprobo la
administracion durante 96 hrs (DLso) > a 100 mg L. En cuanto a la quercetina,
epicatequina y rutina, se ha demostrado que tiene un potencial atenuante contra la
radiacion y dafio citogenico (Patilet al. 2015). En el presente estudio solo se llevé a

cabo el ensayo para determinar la induccion de CYP3A4, se observa la actividad(%
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de inhibicién) de los extractos a diferentes concentraciones sobre baculosomas
humanosen la Tabla 14.

Tabla 14. Actividad de los extractos acuosos de las plantas en estudio a diferentes concentraciones

sobre baculosomas humanos y la inhibicién en % de CYP3AA4.

% inhibicion de CYP3A4

Planta
1500(pug/mL) 750 (pug/mL) 375 (ug/mL)
G.oxyphyllum 50 43 71
T.recurvata 99 27 43
L. mexicana 50 89 51
P.glandulosa 59 49 77
S.angustifolia 50 14 73
T.stans 99 23 23
C.equisetifolia 75 64 64
C. ternifolia 59 88 99
E. heterophyllum 64 64 9
Rifampicina 10uM 56 56 56
Ketoconazol 10uM 95 95 95

Por lo que se puede considerar que los compuestos fendlicos actian como
antioxidantes, pero también pueden llevar a cabo reacciones pro-oxidantes,
ejerciendo efectos citotdxicos sobre las células y los tejidos, asi como la induccion
o0 inhibicion de CYP450 (Kondo et al. 1999; Bolton 2014), en el presente estudio es
posible considerar que hay inhibicion de la enzima CYP3A4 ante la exposicion de

los extractos de las plantas en estudio.
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9. CONCLUSIONES

v De las nueve plantas en estudio utilizadas en medicina tradicionalen la
Comarca Lagunera, C. ternifolia y P. glandulosa produjeron mayor
rendimiento en la obtencion de extracto acuoso Yy metanolico

respectivamente.

v L. mexicana, E. heterophyllumy G. oxyphyllum utilizadas en medicina
tradicional poseen gran diversidad de metabolitos secundarios. L. mexicana;
flavonoides, carbohidratos, grupo carbonilo, esteroides, triterpenos,
cumarinas, alcaloides y saponinas. E. heterophyllum; flavonoides,
carbohidratos, doble enlace, grupo carbonilo, cumarinas, saponinas y
sesquiterpenlactonas y G. oxyphyllum; taninos, flavonoides, carbohidratos,

triterpenos, cumarinas, saponinas, y sesquiterpenlactonas.

v' En las plantas en estudio se identificaron por HPLC los siguientes
compuestos:
= Rutina: G. oxyphyllum, L. mexicana, P. glandulosa, C. ternifolia.
= Acido galico: G. oxyphyllum, L. mexicana, C. equisetifolia, T.
recurvata, S. angustifolia.

= Acido siringico: T. recurvata.
= Quercetina: C. ternifolia, P. glandulosa, C. equisetifolia, T. stans.
= Epicatequina: C. ternifolia.

= Catequina: S. angustifolia.
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v" Los extactos acuosos de las plantas en estudio analizadas producen eriptosis
similar a la que produce el fArmaco de rifampicina; modificaron el Volumen
Corpuscular Medio (VCM) de los eritrocitos; produjeron peroxidacion
lipidica (TBARS/MDA) mayor a los valores normales, sin embargo la
produccion de peroxido de hidrégeno (H202) en la exposicion de los
eritrocitos a los extractos metandlicos se observé un valor cercano al del
control negativo. En cambio para la exposicion de los eritrocitos a los
extractos acuosos la produccion de (H202) se mostro superior y muy cercana

al valor de citotoxicidad.

v' Los extractos que presentaron toxicidad sobre Artemia salina fueron: G.
oxyphyllum, T. recurvata, S. angustifolia y E. heterophyllum y citotoxicidad

sobre la linea celular VERO fueron: T. recurvata y L. mexicana.

v' Los parametros bioquimicos en el modelo animal después de la
administracion de los extractos de P. glandulosa y C. ternifolia fueron:
plaquetas debajo de los valores normales y las enzimas hepéticas (ALT, AST
y F. ALK) se incrementaron, siendo la F. ALK la de mayor valor. En los
cortes histologicos del modelo animal expuesto al extracto de C. Ternifolia
hubo cambios espongiformes en los tubulos proximales del tejido renal. En
los cortes histologicos del modelo animal expuestos a C. ternifolia y P.
glandulosa se observad infiltrado linfoide en tejido hepatico. Y en su mayoria

las plantas estudiadas inhiben a CYP3A4 en baculosomas humanos.
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10. PERSPECTIVAS

Continuar en otra etapa de planificacion de proyecto empresarial y cientifico con
produccion sostenible de plantas aromaticas y medicinales para mejora la
competencia personal al cualificar fitocomponentes en cultivos autonomos vy
ambientales con aplicacion en medicina tradicional, identificando principios activos

y su posible actividad terapéutica ademas de comprobar el uso seguro.

Seguir con la evaluacion de CYP3A4 que son las isoenzimas que se puede inducir
su expresion y evaluar por la presencia de genes, o bien identificar la induccion o
inhibicion mediante inmunohistoquimica a nivel de membrana celular e intracelular
como son las mitocondrias para conocer el efecto de componenetes fitoquimicos y

xenobibticos.

Otro aspecto serad formar a jovenes investigadores que impulsen el progreso del Pais
y de nuestro planeta habitable hasta ahora tratando de inculcar el saber como parte
integral de la Humanidad que equilibre los sentimientos, la conducta y el proceder
de las acciones de cada entidad bioldgica consiente de la realidad. Pertenecer a un
grupo consolidado de Investigadores. Realizar publicaciones de manera semestral.
Formar parte de un Honorable Consejo Universitario. Consolidar Comités de Etica
en Investigacion asi como un bioterio. Y estar laborando de manera continua en un
Laboratorio de Investigacion para asignar un lugar a cada estudiante que de manera

muy frecuente solicitan de mis servicios.
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