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OBJETIVOS

General

Evaluar la actividad antioxidante y antiproliferativa de extractos metandlicos y resinas de seis

plantas medicinales sonorenses.

Particulares

Obtener los extractos metandlicos de las plantas Acacia cochliacantha, Acacia
constricta, Bursera laxiflora y Jacquinia macrocarpa ssp pungens asi como las
resinas de las plantas Bursera hindsiana y Bursera microphylla.

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos metandlicos y las resinas
obtenidas mediante el ensayo del poder antioxidante reductor del radical ABTS
(2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium) y reduccion
del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

Evaluar la actividad antiproliferativa de los extractos metandlicos y las resinas en
las lineas celulares A549, Hela, L-929, M12Ak.C3F6 y RAW 264.7



RESUMEN

Cada afio mueren en el mundo millones de personas a causa del cancer. En México los
tipos de cancer con mas mortalidad son el cancer de pulmén y bronquios, préstata, higado,
estobmago y mama (INEGI, 2013). La necesidad de obtener nuevos medicamentos con
mayor especificidad sobre el cancer es indispensable para reducir el numero de
defunciones. Las plantas representan la méas antigua y variada forma de remedios
medicinales, para el cancer esta fuente no es una excepcion, ya que se han logrado aislar
medicamentos anticancerigenos como el taxol y la vinblastina. En México existen un amplio
namero de plantas conocidas por sus efectos medicinales asi como por su actividad
antiproliferativa in vitro. Para fines de esta investigacion, se seleccionaron a las plantas
medicinales Acacia cochliacanta, Acacia constricta, Bursera hindsiana, Bursera laxiflora,
Bursera microphylla y Jacquinia macrocarpa ssp pungens originarias del estado de Sonora.
Se evalud la actividad antioxidante mediante el método ABTS y DPPH, y la actividad
antiproliferativa sobre cinco lineas celulares (A549, HelLa, M12AK.C3.F6, RAW 264.7 y L-
929) mediante el método del MTT. Los resultados obtenidos por los métodos ABTS y DPPH
de actividad antioxidante, muestran buena actividad antioxidante en dos de las seis plantas;
Acacia cochliacantha con 63.7 pgET/mL y 41.5 ugET/mL a la maxima concentracion
evaluada de 200 pg/mL por el método ABTS y DPPH respectivamente, para Bursera
laxiflora la actividad antioxidante fue de 105.8 pgET/mL y 95.0 ugET/mL a la maxima
concentracion por los métodos ABTS y DPPH respectivamente. En la actividad
antiproliferativa, cuatro de las seis plantas presentan actividad antiproliferativa considerable
sobre las cuatro lineas celulares cancerosas (A549, HeLa, M12AX.C3.F6 y RAW 264.7);
Bursera laxiflora mostré una ICso de 93.7 ug/mL sobre la linea celular HelLa, Bursera
hindsiana presenta ICso de 58.7 pg/mL en linea celular RAW 264.7, el extracto metandlico
de las partes aéreas de Jacquinia macrocarpa spp pungens exhibe una ICso de 45 pug/mL
para la linea celular M12AX.C3.F6, Bursera microphylla expone la ICso de 13.8 pug/mL hacia
la linea celular HelLa, y el extracto metandlico de las cascaras del fruto de Jacquinia
macrocarpa spp pungens con ICso de 9.2 ng/mL para la linea celular A549. Se recomienda
seguir investigando los componentes del extracto metandlico de Bursera laxiflora y

Jacquinia macrocarpa ssp pungens, asi como las resinas de Bursera hindsiana y Bursera
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microphylla para determinar los compuestos responsables de la actividad antiproliferativa

sobre lineas celulares cancerosas.
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INTRODUCCION

Diversas lineas de investigacion indican que las plantas representan la mas antigua y
variada forma de medicacion (Halbernstein, 2005). La asociacién de animales y humanos
con las plantas remonta desde el origen de la vida sobre la tierra, donde las plantas
proporcionaron vivienda, oxigeno, comida y medicina a las formas de vida superior. Con el
paso del tiempo y el comienzo de las sociedades, el humano aprendié a categorizar los
materiales que las plantas pueden proveer para su uso en diferentes necesidades. Dentro
de estos usos destaca el empleo de hierbas y extractos herbarios para aliviar el dolor y
tratar diferentes enfermedades (Mamedov, 2012).

Una de las més antiguas evidencias escritas de plantas medicinales se encuentra en
una losa de arcilla Sumeria en Nagpur, de India, que remonta a aproximadamente 5000
afos en la historia (Petrovska, 2012). También hay indicios de que los antiguos Egipcios de
3000 a 6000 afios en el pasado, desarrollaron una numerosa coleccion de efectivos

productos farmacolégicos derivados de productos naturales (Halbernstein, 2005).

Aproximadamente 250,000 especies de plantas crecen alrededor del mundo, hasta hoy
solo el 17% ha sido investigado su potencial medicinal. Los quimicos y la variedad biolégica
de las plantas representan una gran fuente ilimitada y renovable de productos para el
desarrollo de nuevos farmacos. Durante el Gltimo siglo el origen de la mayoria de los
medicamentos han sido derivados directamente de plantas y animales (Mamedov, 2012;
Halbernstein, 2005).

Son muchas las enfermedades que son tratadas con productos naturales, un grupo de
enfermedades de interés publico donde se usan medicamentos de origen natural son las del
cancer. El cancer no es solo una enfermedad, es el nombre de una variedad de por lo
menos, cien enfermedades muy distintas entre si que se producen por el crecimiento
anormal y desordenado de las células del cuerpo debido a alteraciones en oncogenes,
genes supresores de tumores y genes microRNA. Estas alteraciones pueden ser causadas
por diferentes factores, entre los que se destacan, la exposicion prolongada al sol, rayos

UV, tabaco, drogas, dieta pobre en antioxidantes, baja actividad fisica, exposicion a
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radiacion, medicamentos, factores genéticos, virus, diversos quimicos, etcétera. En estado
normal la célula se divide de forma organizada a través de una serie de pasos ordenados
llamado ciclo celular, cuando estos factores dafian la clave cromos6mica genética, afectan
el ciclo celular causando alteraciones celulares que dan como resultado mensajes erroneos
a la célula transformandose en cancerosa. Esto hace que pierda el control de su propio
desarrollo, de modo que se divide en mas células a mayor velocidad que el resto de las
células del tejido al que pertenece, sin cumplir con las funciones para lo que ha sido creada
(Alberts y col., 2002; Carlo y Crode, 2008; MPSINCRP, 2004).

Uno de las causas frecuentes de cancer es el estrés oxidativo, esto sucede cuando la
cantidad de radicales libres en el cuerpo esta fuera de balance. Los radicales libres son
moléculas que tienen desapareado un electrdon, esta caracteristica los hace sumamente
reactivos y capaces de reaccionar con otras moléculas generando una reaccién en cadena
gue puede llegar a dafar desde células hasta tejidos completos. Hay diferentes tipos de
radicales libres, sin embargo todos son capaces de dafiar desde proteinas o moléculas en la
célula, hasta el propio ADN, provocando mutaciones que pueden dar origen a un cancer
(Dorado y col., 2003).

Los antioxidantes son sustancias que protegen a las células del dafio causado por los
radicales libres. Las moléculas de radicales libres son estabilizadas por la interaccion
originada con los antioxidantes, una vez neutralizados los radicales libres son incapaces de
lesionar a la célula. De esta manera los antioxidantes evitan el dafio celular causado por los

radicales libres que puede dar origen al cancer (NCI, 2004).

Segun las estadisticas del afio 2008, a nivel mundial se registraron alrededor de 12,7
millones de nuevos casos de cancer y 7,8 millones de defunciones por esta misma causa.
En México las cifras también son grandes, en el 2011 se registraron 71,350 defunciones por
tumores malignos, donde destacan el cncer de pulmén y bronquios, prostata, higado,
estdbmago y mama como los principales responsables de dichos fallecimientos (Ahmedin y
col.,, 2010; INEGI, 2013).

Los pacientes que sufren de algun tipo de céncer requieren de medicamentos para

combatir dicha enfermedad, estos medicamentos suelen tener efectos secundarios
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variables, ya que las medicinas disefiadas para la quimioterapia tienen como objetivo
eliminar células de rapido crecimiento, como lo son las células cancerosas, sin embargo, el
cuerpo también cuenta con células normales de rapido crecimiento, como lo son las raices
del cabello, medula 6sea, piel y sistema digestivo. Por lo tanto, muchas de las medicinas
contra el cancer administradas actualmente, también dafian a esta clase de células, lo que
suele evidenciarse en sus caracteristicos efectos secundarios de caida del cabello, falta de
apetito, nauseas, inmunodeficiencias, debilitamiento de las ufias, entre otras. Estas células
normales se regeneran una vez que los medicamentos quimioterapéuticos han sido

expulsados del cuerpo haciendo desaparecer los efectos colaterales (Komen, 2009).

El interés por encontrar medicamentos mas eficientes contra el cancer, se ha enfocado
en el estudio de plantas que puedan contener moléculas o grupos de moléculas con
potencial anticancerigeno. Segun ciertos grupos étnicos, existen plantas que tras su
consumo por una previa preparacion, combaten al cAncer o a un cancer en particular, ya

sea eliminando la enfermedad o controlando la velocidad de proliferacion.

En México existen numerosos grupos étnicos con un rico conocimiento de medicina
natural. En el noroeste de México se han reportado investigaciones de plantas con actividad
antioxidante y antiproliferativa como lo es Krameria erecta (Jimenez-Estrada y col., 2013), lo
gue nos lleva a pensar que el clima y la geografia del noroeste de México tiene el potencial
de estimular a las plantas de la region a la produccion de moléculas antioxidantes y
compuestos con actividad biolégica antiproliferativa en células cancerosas. Es por ello que
en esta investigacion se seleccion6 a Acacia cochliacantha, Acacia constricta, Bursera
hindsiana, Bursera laxiflora, Bursera microphylla y Jacquinia macrocarpa ssp pungens para

determinar su actividad antioxidante y antiproliferativa.
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ANTECEDENTES

El Cancer

El cancer es una variedad de enfermedades distintas entre si que se producen por el
crecimiento anormal y desordenado de las células. En general el cAncer no se origina por
una sola causa, sino que en su generacién operan multiples factores; por lo que se dice que
el cancer es una enfermedad multifactorial. Las causas del cancer se clasifican en dos

categorias, internas y externas:

e Las internas se conocen como una predisposicion genética, lo que indica que ciertas
familias heredan un gen anormal que lo predispone a desarrollar cancer. Esto solo
sucede en el 5-10% del total de casos.

e Las causas externas son debido a agentes fisicos, quimicos o bioldgicos que afectan
a los genes de las células transforméandolas en cancerosas. La mayoria de los casos

de cancer se atribuyen a esta causa.

Un simple cambio genético es raramente suficiente para producir un cancer, la evidencia
apunta a un proceso de multiples pasos de alteraciones secuenciales en varios oncogenes,
genes supresores de tumores o genes de microRNA en células cancerosas (Carlo y Crode,
2008; MPSINCRP, 2004)

El Cancer en el Mundo

Estudios del 2008 registraron alrededor de 12,7 millones de nuevos casos de cancer y 7,6
millones de defunciones por este mal a nivel mundial. El diagndstico de los diferentes tipos

de cancer varia considerablemente entre paises y sexo; el cancer mas comun detectado en
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hombres en grandes regiones de Asia y este de Europa es el de pulmén; en el norte y sur
de América, Australia, oeste y norte de Europa es el cancer de prostata; en el oeste de
Africa el cancer de higado; en partes del centro de Africa el sarcoma de Kaposi; cancer de
esofago en el este de Africa y de vejiga en Egipto. Mientras que en las mujeres el cancer
méas comun en todo el mundo es el de mama; cancer cervical en el centro y sur de América,
Africa subsahariana e India; cancer en higado en Mongolia y Vietham; y el cancer de
pulmén en China y Corea del norte (Ahmedin y col., 2010).

El Cancer en México

Durante el afio 2011, en México fallecieron 71,350 personas por tumores malignos, siendo
el cancer de pulmén, bronquios y tradquea los que ocupa el primer lugar con el 9.4% de las
defunciones, del cual se atribuye el 70% al consumo de tabaco. Después sigue con el 8%
de las muertes el cancer de préstata y con el 7.8% los tumores estomacales, de donde los
hébitos alimenticios resultan como el principal factor de riesgo para este tipo de
malformaciones. Estas estadisticas varian mucho cuando las evaluaciones son
dependientes del sexo. En la mujer el 14.3% de los fallecimientos se debe al cancer de
mama, seguido por el de cuello uterino con un 10.8% y el 7.8% del cancer de higado y vias
biliares intrahepéticas. Por parte del sexo masculino, el cancer de prostata cobré el 16.2%
del total de defunciones por tumores malignos en 2011, seguido por el cancer de bronquios

y pulmén con un 12.4% y el de estdbmago con el 8.3% (INEGI, 2013).

Terapias Contra el Cancer y los Efectos Secundarios

Existen diferentes formas de combatir al cancer, dentro de esta variedad se encuentra la
cirugia como remedio para algunos tipos de tumores localizados, la radioterapia utilizada
para diferentes tipos de cancer como leucemias, cancer de tiroides, y la quimioterapia
(ACsS, 2014).
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La quimioterapia se diferencia de la cirugia y la radioterapia al ser considerado un
tratamiento sistémico contra el cancer, es decir, que los medicamentos viajan a través de
todo el cuerpo para llegar hasta las células cancerosas. En la actualidad se utiliza la
quimioterapia para tratar muchos tipos de cancer existiendo mas de 100 medicamentos que
se administran solos 0 en combinacién con otros medicamentos o tratamientos (ACS, 2013).

La forma de administracion de la quimioterapia va desde la endovenosa, oral,
intramuscular, hasta la intratecal. Sin embargo, muchos medicamentos quimioterapéuticos
no pueden detectar la diferencia entre las células normales y las células cancerosas, lo cual
depende de muchos factores, como lo es, la fase del ciclo celular, la cantidad de células
cancerosas en comparacion con las normales, el medicamento quimioterapéutico, y el tipo
y estadio del cancer a combatir. Estos factores conllevan a la posibilidad de sufrir efectos
secundarios que varian de paciente a paciente (ACS, 2013; IDOH, 2011). Algunos ejemplos

se muestran en la tabla 1.

Las Plantas como Medicamento

Hay una amplia gama de evidencias arqueoldgicas que indican que las plantas medicinales
eran regularmente utilizadas por las personas desde tiempos prehistéricos. Una de las
evidencias mas antiguas es de Egipto que remontan de 3000 a 6000 afios en la historia,
donde se destaca una elaborada y efectiva coleccion de productos farmacol6gicos con base

en productos naturales (Halbernstein, 2005).

Las propiedades medicinales de varias plantas son reconocidas y utilizadas por otros
primates. Diferentes especies de simios y monos han sido observados consumiendo
diferentes especies botanicas en particular, las cuales contienen compuestos quimicos que
actdan como analgésicos, antimicrobianos, antiinflamatorios, antidiarreicos,

inmunoestimuladores, digestivos y reguladores de la fertilidad. Esta evidencia antropolégica
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establece la posibilidad del uso de las plantas como medicamentos desde que la evolucion

marco los limites de las especies entre los primates (Halbernstein, 2005).

Actualmente se conoce, gracias a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que cerca

del 80% de la poblacion mundial utiliza a las plantas como primera opcién de uso en el

cuidado de su salud, esto engloba al uso de 35,000 a 70,000 plantas que representan del
14-18% de las 250,000 especies de plantas conocidas (Momedov, 2012).

Tabla 1. Efectos secundarios de la quimioterapia

Efecto secundario

Sintoma

Cansancio

Trastornos del

aparato digestivo

Alteracion de los

valores sanguineos
Funcién renal

Toxicidad cutanea

Reaccién de

hipersensibilidad

Alteraciones de la
fertilidad

Toxicidad neuroldgica

Falta de energia y motivacion; dafos psicologicos frecuentes.

Nauseas, vomitos, diarrea, estreflimiento, mucosis (digestiva,

vaginal o rectal) y sequedad bucal.

Anemia, baja de defensas y hemorragias.

Dafios en rifidn y vias urinarias.

Alopecia, piel reseca, ufias fragiles, sindrome de mano pie y

erupciones cutaneas.

Nerviosismo, picor generalizado, coloracion rojiza tipo manchas,

escalofrios, calambres, dolor abdominal y dificultad al respirar.

Pérdida de la menstruacién y ausencia del deseo sexual.

Entumecimiento y hormigueo en manos y pies, disminucion en
la sensibilidad de manos y pies, alucinaciones auditivas,
disminuciéon en la audicién, alteracion en el sabor de los
alimentos, sensaciones desagradables ante cambios de

temperatura y alteraciones en el olfato.

(IDOH, 2011)
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Medicina Tradicional

La medicina tradicional se le llama asi porque no estad comprendida dentro del concepto de
medicina alépata o convencional, ya que estos conocimientos son trasmitidos de generacion
en generacion, sin embargo es un sistema de salud porque tiene su propia manera de
diagnosticar asi como de elegir sus métodos de curacion; los cuales no solo se dedican
exclusivamente al tema corporal, mas bien los fundamentos de esta medicina involucran
directamente a la sanacién espiritual. Esta medicina consiste basicamente en el uso de
hierbas, masajes y rituales. Donde el empleo de cada método depende del problema del

gue se trate (Konig, 2011).

Los conceptos de medicina tradicional y medicina indigena suelen ser considerados
como sinénimos debido a que sus conocimientos son heredados de generacidon a
generacién, es por eso que estos sistemas de salud abarcan una amplia variedad de

visiones y terapias que pueden diferir mucho entre regiones y paises (Ikal, 2011).

En México existen numerosas comunidades indigenas distribuidas a lo largo del
territorio, muchas de ellas con un rico conocimiento de medicina tradicional como lo es la
cultura Mayo, Seri y Yaqui en el noroeste del pais. Estas comunidades contienen en sus
conocimientos de medicina tradicional una extensa variedad de diferentes especies de
plantas regionales, las cuales son utilizadas como remedios para tratar diferentes
enfermedades, malestares, heridas y picaduras de animales e insectos ponzofiosos. El uso
de cada una de las plantas varia segln su objetivo, estas preparaciones van desde la
elaboracion de tés, infusiones, extraccion de aceites, o simplemente con el hecho de
masticar o comer sus frutos, hojas o alguna parte de la planta; lo que conlleva a cumplir con

los objetivos sefialados por el curandero (Yetman y Van Devender, 2002).

En la medicina tradicional existen diversas especies de plantas donde se les sefiala el
uso contra el cancer, dentro la etnofarmacopea Mayo se apunta a plantas con actividad

anticancerigena como Lophocereus schotti (sinita), Opuntia sp. (bachata) y Ziziphus
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obtusifolia (ciruela del monte, huichilame) por mencionar algunas (Yetman y Van Devender,
2002).

Existen medicamentos contra el cAncer que se han aislado de plantas; donde destacan
la purificacion del Paclitaxel extraido de la planta Taxus breviflora en un proyecto de 1971 a
1978 por parte del National Cancer Institute de los Estados Unidos, y la Vinblastina que es
un derivado de los principios activos de Catharanthus roseus, utilizado para tratar cancer
testicular, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin entre otras enfermedades (Quispe,
2006; Yetman y Van Devender, 2002).

Metabolismo de |la Plantas

El metabolismo se conforma por una serie de reacciones quimicas que realizan las células
de los seres vivos para degradar sustancias complejas y a partir de ellas obtener energia
convirtiéndolas en sustancias mas simples, asi como para sintetizar compuestos complejos
a partir de moléculas sencillas. Las plantas, organismos autétrofos, poseen un metabolismo
primario el cual se encarga de producir moléculas que cumplen un rol fundamental en la
fotosintesis, respiracion, crecimiento y desarrollo de la propia planta; ademas de realizar el
metabolismo primario presente en todos los organismos vivos, tienen la capacidad de
realizar un metabolismo secundario que les permite sintetizar y almacenar compuestos de
diversa naturaleza quimica, compuestos que son llamados metabolitos secundarios (Avalos
y Pérez-Urria, 2009; Crozier y col., 2006).

Metabolitos secundarios. Los compuestos producidos por el metabolismo secundario
tienen un gran interés en la industria debido a sus usos como aceites, agentes
aromatizantes, ceras, colorantes, fibras, medicamentos y perfumes. Ademas son vistos
como fuentes potenciales de nuevas drogas de origen natural, asi como antibiéticos
insecticidas y herbicidas. Los metabolitos secundarios tienen una amplia gama de

estructuras quimicas diferentes, las cuales han sido clasificadas en varios grupos que
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dependen segun su origen biosintético: compuestos fendlicos, compuestos sulfurados,

terpenos, alcaloides, acetilenos y psoralenos (Crozier y col., 2006).

Compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos estan comprendidos en dos grandes

grupos: flavonoides y no flavonoides. Los flavonoides son el grupo de compuestos que se
encuentra en abundancia en frutas y vegetales. Su estructura basica comprende quince
carbonos distribuidos en dos anillos aromaticos conectados por un puente de tres carbonos
[Figura 1] (Crozier y col., 2006).

El grupo de los flavonoides son conocidos por su potente efecto antioxidante; los
sustituyentes dihidroxilicos en la posiciéon 3’ y 4’ en el anillo B son los mas activos como
antioxidantes, el efecto se potencia cuando se encuentra una ligadura en los carbonos 2 y 3,
un grupo hidroxilo libre en la posicién 3 y grupo carbonilo en la posicién 4 como sucede con
la quercetina. Los flavonoides también inducen mecanismos que matan a células
cancerosas e inhiben la proliferacion celular, inhiben la progresion y desarrollo del cancer
por los polifenoles que modulan vias de sefializacién, activan sefiales de muerte celular
induciendo la apoptosis en células malignas y pre-cancerosas (Hertzog y Oana-Sorina,
2012; Zavaleta y col., 2005).

Dentro de los compuestos pertenecientes a los no flavonoides entra una gran variedad
de metabolitos con estructura quimica variable. Sin embargo, destacan moléculas con gran
actividad antioxidante como son el &cido cafeico, derivado del acido hidroxicinamico;
utilizados en investigacion como estdndar en los ensayos de actividad antioxidante
(Zavaleta y col., 2005).

Compuestos sulfurados. Los compuestos sulfurados son aquellos que comprenden un

amplio nimero de sustancias, generalmente dentro proteinas y complejos proteicos que han
ido evolucionando junto con la planta como método de defensa contra los animales
herbivoros; como lo es el sistema glucosinolato-mirosinasa que hidrolizan moléculas de

glucosinolato, el cual genera un producto que irritan las mucosas del herbivoro. Sin
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embargo, existen estudios epidemioldgicos que indican que el consumo de plantas ricas en
compuestos sulfurados provee beneficios a la salud, particularmente respecto a reducir el
riesgo de contraer cancer, esto se debe a que cuando los compuestos sulfurados son el
metabolito secundario predominante en los vegetales, éstos contienen una cantidad
considerable de agua y vitaminas solubles en lipidos, minerales y otros metabolitos
secundarios, como lo son los flavonoides y cinamatos (Crozier y col., 2006).

O

OH

O > @i;J.\\@ @Oj:

Antocianidina 5! Flavon-3-ol
Flavonona

Figura 1. Estructuras generales de los principales flavonoides (Crozier y col., 2006).

Terpenos. Los terpenos o isoprenoides son uno de los grupos con mas diversas clases
de metabolitos, donde se enlistan alrededor de 30,000 isoprenoides, que dependiendo del
origen de la planta encontramos sabores, fragancias, antibiéticos, hormonas de plantas y
animales, mediadores del esencial transporte de electrones, entre otros. Esto es debido a
la variable cantidad de formas estructurales que le permite formar el esqueleto base de los
terpenos. En 1971 se determind la estructura de un compuesto aislado del tejo del pacifico

(Texus brevifolia) con una base estructural diterpenoide, el Paclitaxol (Taxol) [Figura 2], pero
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no fue hasta 1979 que se determin6 su mecanismo de accion anticancerigeno (CCO, 2013;
Crozier y col., 2006).
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Figura 2. Estructura quimica del paclitaxol y docetaxel (Mastropaolo y col., 1995).

El paclitaxol juega dos papeles importantes como agente anticancerigeno, primeramente
estabilizando los microtibulos ensamblados de la célula impidiendo el proceso de mitosis, y
en segundo lugar inhibe la proteina llamada Bcl-2 la cual permite la accién de la mitosis
(Amos y Léwe, 1999).

Alcaloides. Los alcaloides son los metabolitos secundarios sintetizados generalmente a
partir de aminoacidos, encontrandose solo en cerca del 20% de las especies de plantas.
Estos metabolitos secundarios juegan un papel importante como método de defensa contra
los herbivoros y patdégenos de las plantas. Debido a su gran potencial biol6gico, cerca de
12,000 alcaloides han sido utilizados como agentes farmacéuticos, estimulantes, narcoéticos

y venenos. Los alcaloides derivados de las plantas siguen siendo utilizados en la clinica
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como analgésicos, en el caso de la morfina y el muy conocido agente anticancerigeno

vinblastina [Figura 3], alcaloide la de Vinca rosea (Crozier y col., 2006; Filaxis, 1999).
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Figura 3. Estructura molecular del sulfato de vinblastina (Filaxis, 1999).

La vinblastina bloquea la mitosis deteniendo el ciclo celular en la etapa de metafase, lo
que lo hace, ciclo celular especifico para la fase M de la division celular; también puede

interferir en el metabolismo de los aminoacidos (Filaxis, 1999).

Acetilenos y psoralenos. Los acetilenos y psorales son los clasicos ejemplos de

metabolitos secundarios que no queremos encontrar en las plantas que consumimos debido
a sus efectos toxicos, Algunos acetilenos son conocidos por ser neurotéxicos en altas
concentraciones y fuertes irritantes de la piel. Los compuestos como los acetilenos cumplen
un rol importante en el mecanismo de defensa de la planta contra sus depredadores ya que
son considerados pesticidas naturales. En cambio los psoralenos han sido utilizados para
tratar desordenes de la piel, sin embargo, hoy se conoce que el uso de estos compuestos
incrementa la incidencia de padecer cancer de piel, debido a que, en numerosos estudios se
ha demostrado que los psoralenos pueden ser agentes mutagénicos y carcinégenos
(Croziel y col., 2006).
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Caracteristicas y Propiedades Medicinales de Acacia cochliacantha y Acacia

constricta

En el noroeste de México las diferentes especies del género Acacia pertenecientes a la
familia Fabaceae tienen diversos y variados usos por las tribus indigenas regionales, que
van desde el empleo industrial aprovechando sus recursos como la madera, hasta el
medicinal utilizando diferentes partes de la planta en la preparacion de extractos, infusiones

0 tés para su uso terapéutico.

Acacia cochliacantha. Llamada “huinolo”, “chirahui” o “vinolo”, es una arbol frondoso,
extremadamente comUn en zonas de Etchojoa, Sonora, que alcanza una altura de
aproximadamente ocho metros; en la medicina Mayo se utilizan las hojas y flores en forma
de té para tratar problemas de préstata, urinarios, musculares, hipotermia en nifios y para
cambiar la posicion fetal cuando una madre esta a punto de parir (Yetman y Van Devender,
2002).

Acacia constricta. Tiene la caracteristica de ser un arbusto abierto, de dos a cuatro
metros de alto, las ramas pequefias tienen espinas de dos a cinco centimetros de largo y
sus vainas lineares con un ligero curveado son comprimidas entre las semillas con un color
café rojizo. Se puede encontrar en lugares de Etchojoa, Sonora. En la medicina tradicional
del estado de Sonora se elabora un té con las hojas y las semillas machacadas como

remedio para trastornos estomacales y diarrea.

Recientes investigaciones han demostrado que extractos de Acacia pennatula
colectadas en el centro y sur de México tienen fuerte actividad citotéxica contra lineas
celulares cancerosas como KB (carcinoma nasofaringeo) y UISO-SQC-1 (carcinoma
escamoso de cérvix). Es por esto que las plantas Acacia cochliacantha y A.constricta
colectadas en la regidbn del noroeste de México se les determind su actividad

antiproliferativa por el método MTT tratando de buscar homologia de moléculas entre
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especies, al mismo tiempo en el que se evalud su actividad antioxidante por el método
ABTS y DPPH (Popoca y col., 1997).

Caracteristicas y Propiedades Medicinales de Bursera hindsiana, B. laxifloray B.

microphylla.

El género Bursera pertenece a la familia Burseraceae, las plantas de esta familia son muy
utilizadas en el noroeste de México para la fabricacion de articulos de madera como,
mascaras, utensilios y tazones. En la medicina las diferentes especies de Bursera tienen
usos particulares que dependen de la enfermedad a combatir, es decir, dependiendo del

mal a tratar se selecciona una planta en particular.

Bursera hindsiana. El “torote prieto” es un arbol pequefio nativo de la zona sur de
Sonora y norte de Sinaloa que alcanza hasta 3.5 metros de altura, su corteza es gris rojiza,
con ramas fuertes donde las hojas crecen principalmente en sus puntas de simples,
trifoliadas o raramente con cinco o siete foliculos. Estas plantas se encuentran
generalmente en arroyos y pendientes desérticas. Para fines medicinales se prepara un té
con pedazos pequefios de la madera de los tallos con puntas de ramas de salvia Hyptis

emoryi para tratar el asma (L6pez y Hinojosa, 1988).

Bursera laxiflora. También llamado “torote prieto” al igual que Bursera hindsiana es un
arbusto pequefio que crece en Etchojoa, Sonora; cuando la planta crece entre un bosque
tropical alcanza el tamafio de un arbol. Los usos de Bursera laxiflora van desde el artesanal
en la fabricacién de cucharas, mascaras y bandejas, hasta el medicinal con el uso de la

corteza para preparar un té como remedio para la tos (Yetman y Van Devender, 2002).
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Bursera microphylla. Llamado coloquialmente “torote blanco”, es un arbol con una
altura de seis a ocho metros de alto con copa redonda, color rojo cereza con corteza
exfoliada del tronco, hojas pinnadas de tres a ocho centimetros de largo o mas. Para los
remedios medicinales se utilizan las hojas, corteza interior, fruto y la savia. Por ejemplo;
para secar el cordon umbilical se colocan hojas de la planta mientras este se esta secando,
para eliminar los piojos se tritura el fruto y se mezcla con orégano Lippia palmeri para ser
cocinados en agua, después se mezcla con shampoo para su uso en el bafio, para evitar
gue las cicatrices de la cara se tornen mas oscuros se aplica la savia sobre las heridas, se
sigue el mismo procedimiento para evitar infecciones en lesiones sobre la cabeza (Lopez y
Hinojosa, 1988).

Extractos de la corteza de Bursera fagoroides muestran una fuerte actividad citotoxica
contra las lineas celulares KB (carcinoma nasofaringeo), HF-6 (cancer de colon), MCF7
(cancer de mama) y PC-3 (cancer de prostata) donde la ICso nunca es mayor de 10 ug/mL
sobre las cuatro lineas celulares cancerosas (Rojas-Sepulveda y col., 2012). Se
seleccionaron las plantas Bursera hindsiana, B. laxiflora y B. microphylla en la busqueda de
mayor actividad antiproliferativa que Bursera fagoroides, ya que la plantas seleccionadas
son mas utilizadas en la medicina tradicional que B. fagoroides, ademas se determinaron
sus respectivas actividades antioxidantes. Se utilizé el extracto metandlico de la corteza de
Bursera laxiflora ya que la corteza de la planta es la mas utilizada por la medicina
tradicional. En cambio para Bursera hindsiana, se empleé la resina, pues bien, en ella se
encuentran concentrados los compuestos organicos que fluyen por la madera. Para Bursera
microphylla se trabajé con la resina por ser administrada directamente como remedio de

curacion (Purata, 2008; Yetman y Van Devender, 2002; Lépez y Hinojosa, 1988).

Caracteristicas y Propiedades Medicinales de Jacquinia macrocarpa spp pungens

En la medicina tradicional Mayo la Unica planta de la familia Theophrastaceae utilizada es
Jacquinia macrocarpa ssp pungens conocida como “tasiro” o “sanjuanico” por los
pobladores de la region. Este arbol pequefio que puede llegar a alcanzar los seis metros de

altura tiene un color de corteza gris oscuro y una corona densa de hojas verde oscuro, se
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encuentra en llanuras y cerros aridos en diferentes regiones de Sonora. Como remedio
medicinal se utiliza la flor macerada en agua para la deshidratacion, para el dolor de
pulmones se cuecen las cascaras del fruto para beberse el cocimiento, para los mareos se
lava la cara con infusién de flores, esa misma infusion funciona para el dolor de oido

aplicandolo en gotas (Yetman y Van Devender, 2002; Lopez y Hinojosa, 1988).

En recientes investigaciones se evalud la actividad antiproliferativa de Jacquinia albiflora
contra las lineas celulares KB (carcinoma nasofaringeo), Hep-2 (carcinoma de laringe),
HelLa (adenocarcinoma de cérvix), SiHa (carcinoma escamoso de cérvix) y MDCK (célula
normal de rifibn canino) mostrando fuerte actividad antiproliferativa contra las lineas
celulares cancerosas. Estos estudios indican que las plantas del género Jacquinia tienen la
capacidad de producir sustancias con actividad antiproliferativa contra lineas células
cancerosas. Es por ello, que para este estudio se evalué la actividad antioxidante y
antiproliferativa de la planta Jacquinia macrocarpa ssp pungens, tanto el extracto metandlico
de las partes aéreas (hojas y flores) como el extracto metandlico de la cascara del fruto por
separado, esto es, debido a que tanto las partes aéreas y la cascara del fruto se utilizan por
separado en la medicina tradicional Mayo. (Moo-Puc y col., 2013; Yetman y Van Devender,
2002).
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Resinas y Extractos Metanélicos

Las resinas de Bursera hindsiana y Bursera microphylla fueron colectadas en la region de

Bahia de Kino, Sonora en México.

Los extractos metandlicos fueron obtenidos a partir de las partes aéreas de Acacia
cochliacantha, de Acacia constricta, y de Jacquinia macrocarpa ssp pungens, la corteza de
Bursera laxiflora y las cascaras del fruto de Jacquinia macrocarpa ssp punges. El material
vegetal fue secado a temperatura ambiente, posteriormente se moli6 en un molino tipo
Wiley, y se dejé reposar en metanol (1:10 p/v) durante 10 dias con periodos regulares de
agitacién. La soluciébn metandlica se sometié a filtracion para posteriormente secarla a
presion reducida a una temperatura de 45°C en un rotavapor. El extracto crudo resultante se
secO a temperatura ambiente y fue almacenado en recipientes color &mbar a -4°C hasta su

uso posterior (Jiménez-Estrada y col., 2013).

Capacidad Estabilizadora de Radicales Libres

La actividad antioxidante se relaciona con compuestos capaces de neutralizar radicales
libres dentro de los sistemas biol6égicos con objeto de protegerlos de las reacciones y
procesos dafinos que estos puedan llevar a cabo dentro del organismo. Estos efectos
protectores de los antioxidantes han recibido gran importancia en los campos bioldgicos,
médicos y nutricionales, es por eso que se dio lugar a la existencia de métodos para

determinar la capacidad antioxidante de sustancias y compuestos.

27



Para fines de esta investigacion los extractos metandlicos y las resinas fueron disueltos
en etanol absoluto en concentraciones seriadas de 12.5 a 200 ug/mL. Para ambos métodos
de evaluacion de actividad antioxidante, cada concentracion fue evaluada 3 veces por dia

en un periodo de 3 dias con el fin de corroborar reproducibilidad en los experimentos.

Capacidad Reductora del Radical ABTS (2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) diammonium)

El compuesto 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium (ABTS) es
un sustrato de la peroxidasa que cuando se oxida por los radicales peroxido u otros
oxidantes en la presencia de H,O; se produce un cation radical ABTS-*, el cual presenta un
color verde intenso y puede ser monitoreado por espectrofotometria en un intervalo de
longitud de onda de 600-750 nm. Al reaccionar el cation ABTS-* con un antioxidante, éste
es neutralizado por la donacién de un electrén por parte del antioxidante, cambiando de esta
manera la estabilidad del radical y decolorando la solucién verde caracteristica (Karadag y
col., 2009; ZENBIO, 2010).

El método para evaluar la actividad antioxidante por el método colorimétrico ABTS
consiste en una primera etapa en la preparacion del radical, para ello se disolvieron 19.3 mg
de ABTS en 5 mL de agua destilada, se le adicion6 88 pL de una solucién 140 uM de
K2S,0s (persulfato de potasio) y se dejo reposar por 16 horas en oscuridad a temperatura
ambiente. Después se preparé la solucién en etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0.7
a una longitud de onda de 730 nm. Se colocaron 295 uL de la solucién en una placa de 96
pozos, al cual se le afadié 5 uL del stock de etanol de los extractos y resinas, se dejé
reposar por 5 minutos a temperatura ambiente para ser leida en un lector de ELISA (BMG
LABTECH’s POLARstar Omega) usando una lectura a una longitud de onda de 730 nm. Se
realiz6 el mismo procedimiento para obtener una recta del antioxidante Trolox (SIGMA-
ALDRICH) como control y para calcular los resultados en microgramos equivalentes a trolox
(MgET/mL) (Kuskoski y col., 2004).
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Capacidad Reductora del Radical Libre DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil)

El radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH) tiene la caracteristica de presentar un electrén
desapareado en su estructura lo cual hace, junto con sus caracteristicas moleculares,
presentar un color pdrpura con una absorbancia maxima en la longitud de onda de 515 a
517 nm en el espectrofotometro. Esta caracteristica desaparece cuando el compuesto al
gue ha sido expuesto el DPPH le dona un hidrogeno estabilizando la estructura del radical a

DPPH-H, tornando un color amarillo en solucién (Tirzitis y Bartosz, 2010).

El reactivo DPPH (SIGMA-ALDRICH) fue disuelto en metanol (MeOH) y ajustado a una
absorbancia de 0.7 a 515 nm. En una placa de 96 pozos se le colocaron 280 uL de la
solucion DPPH/MeOH vy se le afiadié a cada pozo 20 uL de las muestras (volumen final 300
uL), después se dejoé reposar la reaccion por un tiempo de 30 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. Por ultimo la placa fue leida a una longitud de onda de 515 nm en un
lector de placas de ELISA (BMG LABTECH’s POLARstar Omega). Se realizé el mismo
procedimiento para obtener una curva de calibracion del antioxidante Trolox (SIGMA-
ALDRICH) como control y para calcular los resultados en microgramos equivalentes a trolox

(LgET/mL) (Meléndez y col., 2014).

Cultivo Celular

Las lineas celulares L-929 (tejido conectivo subcutdneo murino normal) y HelLa (carcinoma
humano de cérvix) fueron obtenidas por parte de la American Type Culture Collection
(ATCC), las lineas celulares A594 (carcinoma alveolar humano), M12A*.C3.F6 (linfoma de
células B murinas) y RAW 264.7 (leucemia de macréfagos transformadas por el virus de
Albenson) fueron proporcionadas por el Dr. Emil R. Unanue del Departamento de patologia

e Inmunologia de la Universidad de Washington.
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Todas las células fueron cultivadas en el medio de cultivo Dulbecco’s Eagle’s modificado
(DMEM) suplementado al 5% con suero fetal bovino (SFB), en una atmosfera del 5% de
CO; a 37°C (Jiménez-Estrada y col., 2013).

Medicion de la Viabilidad Celular Mediante el Ensayo MTT

El ensayo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) se basa en la
reducciébn metabdlica realizada por la mitocondria sobre este compuesto por la enzima
succinato-deshidrogenasa formando un compuesto coloreado llamado formanzan. De esta
manera se determina la funcionalidad de las mitocondrias de las células tratadas. La
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formanzan producido (Mosmann,
1983).

Para evaluar la actividad antiproliferativa de las muestras, los extractos metandlicos y las
resinas fueron disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO [SIGMA-ALDRICH]) a una concentracion
de 40 mg/mL. De esta solucion se tomaron 10 uL y se disolvieron en 990 uL del medio de
cultivo DMEM 5% SFB para obtener una concentracion final del extracto de 400 pg/mL. A
partir de esta solucion se realizaron diluciones seriadas a concentraciones de 400 ug/mL a
25 ug/mL. Una vez realizadas las soluciones de las muestras se preparé una suspension de
células con 200,000 cel/mL que se distribuy6 en una placa de 96 pozos colocandole 50 uL a
cada fosa de la placa de ELISA. Se incubo la placa con 10,000 células por pozo en
condiciones de cultivo por un tiempo de 24 horas. Después de haber transcurrido el tiempo,
se le afadid a cada pozo 50 uL de cada dilucién de las muestras, se dejé incubar en
condiciones de cultivo por 48 horas con observaciones periddicas al microscopio en lapsos
de 24-48 horas. Después de haber hecho las observaciones pertinentes en un lapso de 48
horas, se realiz6 un lavado a la placa con una solucién de soporte de fosfatos (PBS) 1X
(excepto a las células M12Ak.C3.F6) y se anadié nuevamente 100 uL de medio DMEM 5%
SFB. Posteriormente se agregaron 10 uL de una solucion de MTT de 5 mg/mL de PBS 10X,
gue se dej6 reposar por 4 horas en condiciones de cultivo. Una vez concluido el tiempo de

reposo, los cristales de formanzan formados se resuspendieron en 100 uL de isopropanol
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acidificado para ser leidos en un lector de placas de ELISA (Benchmark microplate reader:
Bio-Rad: Hercules CA. USA) a una longitud de onda de 570 nm y otra de 630 nm como
referencia. Se utilizo como control concentraciones de DMSO de 0.01-0.5% sobre las
células que no mostraron ningun tipo de dafio celular (Jiménez-Estrada y col., 2013).

indice de Selectividad

El indice de selectividad de los extractos y resinas, se define como la relacion de
susceptibilidad a la inhibicion del crecimiento entre la linea celular normal y la linea celular
cancerosa: ICs (linea celular normal) / ICs (linea celular cancerosa), el cual es >1 cuando
el extracto o resina es mas selectivo hacia la linea cancerosa, y <1 cuando la linea celular

mas susceptible es la control (Callacondo-Riva y col., 2008).

Andlisis y Disefio Experimental

Se realizd un estudio experimental de tipo descriptivo; para cada extracto y resina se
realizaron estudios de actividad antioxidante por los métodos del ABTS y DPPH en
concentraciones seriadas, en cada uno de los métodos se realizaron tres experimentos
independientes, esto con el objetivo de obtener reproducibilidad en la prueba y obtener el
resultado en un promedio + su desviacion estandar, se utiliz6 el antioxidante trolox para
obtener una curva de calibracién de actividad antioxidante dependiente de concentracion
para calcular los resultados de la actividad antioxidante de cada muestra en ngET/mL. Para
evaluar la actividad antiproliferativa por el método del MTT se realizaron tres experimentos
independientes a concentraciones seriadas de cada planta, se calculdé el porcentaje de
actividad antiproliferativa de cada experimento para obtener un promedio, posteriormente
se utilizaron esos resultados para calcular la ICso (Mminima concentracion requerida para
inhibir el 50% de la proliferacion celular) de cada muestra sobre la respectiva linea celular +

su desviacion estandar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién de Resinas y Extraccion Metandlica de las Muestras

Se logré obtener 100 g de resina de Bursera microphylla 'y 10 g de Bursera hindisiana al
realizar cortes longitudinales en la corteza de los arboles correspondientes a través de un

tiempo de 25 a 30 dias dependiendo del tamafio da la planta.

La extraccion metandlica se realiz6 a partir de 20 g de cada muestra; se pes6 el extracto
crudo obtenido de cada espécimen y se calcul6 su rendimiento porcentual como lo muestra
la Tabla 2.

Actividad Antioxidante Método ABTS

En la Tabla 3, se muestran los resultados de actividad antioxidante de los extractos
metandlicos y resinas. En ésta se puede observar una actividad antioxidante dependiente
de concentracion en dos de las seis plantas evaluadas; siendo Bursera laxiflora aquella que
presento la maxima actividad antioxidante registrando 105.8 ugET/mL a la concentracion de
200 pg/mL y 28.7 ngET/mL a 12.5 pg/mL; el extracto metandlico de Acacia cochliacantha
mostrd la segunda mejor actividad antioxidante dosis dependiente con valores de 63.7
pgET/mL a 18.8 pugET/mL a concentraciones seriadas de 200 pg/mL a 12.5 pg/mL
respectivamente. El resto de los extractos mostraron actividades antioxidantes similares en
todas las concentraciones estudiadas. Se muestra la curva de calibracion de antioxidante

por equivalentes trolox en el Anexo I.

Son pocos los estudios de actividad antioxidante por el método ABTS realizados a las

plantas del género Acacia, Bursera y Jacquinia. No obstante, existen investigaciones
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enfocados a plantas y frutas comestibles que se caracterizan por aportar grandes
cantidades de antioxidantes a la dieta. Estudios de la actividad antioxidante de las frutas de
guayaba por el método ABTS, indican que el extracto metandlico de la variedad comercial
allahabad safeda tiene actividad antioxidante de 39.7 uMET/g (Thaipong y col., 2006); en
comparacion con la actividad antioxidante de Bursera laxiflora a 200 ug/mL esta es de 105.8
ugET/mL, lo que equivale a 2123.55 uMET/g; indicando que extracto metandlico de la
corteza de Bursera laxiflora tiene 53.5 més contenido antioxidante que el extracto
metandlico de la fruta de guayaba variedad comercial allahabad safeda. Sin embargo hay
gue tener en cuenta que en la generacion del extracto metandlico el rendimiento de cada

muestra puede variar significativamente.

Tabla 2. Obtencion y rendimiento de los extractos metandlicos.

Planta Muestra Peso Extracto obtenido Rendimiento
Acacia cochliacantha Partes aéreas 209 2.25¢9 11.25%
Acacia constricta Partes aéreas 2049 2.08¢ 10.04 %
Bursera laxiflora Corteza 20 g 2.25¢9 11.25%
Jacquinia macrocarpa spp Partes aéreas 2049 1569 7.8%
pungens Céascaradefruto  20g 2.049 10.2 %

Actividad Antioxidante Método DPPH

En la Tabla 4, se observan los resultados de actividad antioxidante por el método DPPH
donde se muestran equivalencias a trolox dependientes de la concentracién en dos de las
seis plantas expuestas al radical; Bursera laxiflora fue quien presenté la mayor actividad
registrando valores que van de 95.0 ugET/mL a 3.7 ugET/mL a concentraciones seriadas de

200 pg/mL a 12.5 pg/mL, y Acacia cochliacantha fue la segunda planta en mostrar estas

33



caracteristicas exponiendo una actividad antioxidante de 41.5 ngET/mL a 0.0 pgET/mL a las
mismas concentraciones. Las muestras restantes presentaron resultados constantes en
MgET/mL. Se muestra la curva de calibracién de antioxidante por equivalentes trolox en el

Anexo Il.

Tabla 3. Actividad antioxidante de extractos metandlicos y resinas de seis plantas

medicinales por el método ABTS expresado en pgET/mL.

Concentracion en ug/mL*

Planta

200 100 50 25 12.5

Acacia cochliacantha 63.7+114 41.7+119 241+32 220+31 18.8=*28
Acacia constricta 26.8+3.0 22.7+45 21.3+23 194+33 179+39
Bursera hindsiana 229+116 220114 171+45 17.7+53 17.6+4.0
Bursera laxiflora 105.8 +5.3 63.9+ 2.3 41.2+28 306x41 287zx1.1
Bursera microphylla 20.5+49 20.1+4.2 18.7+4.0 19.0+6.1 18.4+44
Jacquinia macrocarpa

SSp pungens (cascara  247+61 21.3+80 181+91 169+75 156+85
fruto)

Jacquinia macrocarpa 5o, 54 217476 182468 176479 16777

ssp pungens (partes

aéreas)

*Los valores obtenidos representan un promedio de tres experimentos independientes + su desviacion estandar.

A pesar de que el extracto metandlico de Bursera laxiflora presenté la mayor actividad
antioxidante de las seis plantas evaluadas con un valor de 95.0 ugET/mL a 200 pg/mL, las
resinas de Bursera hindsiana y Bursera microphylla no mostraron actividad antioxidante a
200 pg/mL por el método DPPH. Sin embargo, en un reciente estudio realizado sobre la
fase metandlica de la planta Bursera morelensis se sefiala que posee una ICso de 3.05

ug/mL (Serrano y col., 2011); para fines de comparacion los 95.0 ugeET/mL de Bursera
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laxiflora a la méxima concentracién evaluada, equivalen a una inhibicién del 85.97 % del
radical DPPH; como se observa al comparar este valor en el Anexo Il. La ICso que le
corresponde a Bursera laxiflora es de 102.03 ug/mL; estos resultados indican que no todas
las plantas del género Bursera poseen actividad antioxidante o bien los componentes
responsables de la actividad antioxidante no se encuentran en la resina que fluye por la

planta.

Tabla 4. Actividad antioxidante de extractos metandlicos y resinas de seis plantas

medicinales por el método DPPH expresado en pngET/mL.

Concentracion en pg/mL*

Planta

200 100 50 25 12.5
Acacia cochliacantha 41.5+0.3 204+16 86x11 20x13 0.0
Acacia constricta 22+15 02+24 0.7+25 0.0 0.0
Bursera hindsiana 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Bursera laxiflora 95.0+0.7 47.8+ 0.7 23.6+0.8 7.4+0.2 3.7+£0.6
Bursera microphylla 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Jacquinia macrocarpa
SSp pungens (cascara  59+24  0.04+2.2 0.0 0.0 0.0
fruto)
Jacquinia macrocarpa 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

ssp pungens (partes

aéreas)

*Los valores obtenidos representan un promedio de tres experimentos independientes + su desviacién estandar.

El extracto metandlico de las partes aéreas de Acacia cochliacantha fue la segunda
mejor actividad antioxidante con 41.5 ngET/mL, mientras que Acacia constricta solo obtuvo
2.2 pgET/mL a la maxima concentracion de 200 pg/mL por el método DPPH. En una

investigacion realizada en 2010 sobre el extracto metandlico de Acacia nilotica muestra que
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posee una ICso de 3.35 pug/mL sobre el radical DPPH (Agrawal y col., 2010); al comparar
estos resultados en ICsp, tanto Acacia cochliacanta como Acacia constricta poseen una ICsg
mayor de 200 ug/mL, ya que los valores de 41.5 ngET/mL de Acacia cochliacantha y 2.2
ugET/mL de Acacia constricta, representan menos del 50% de inhibicién del radical DPPH
como se observa al comparar estos valores con la curva de calibracion de trolox por el
método DPPH en el Anexo Il. Esta comparacién nos permite observar el contraste que
existe entre la actividad antioxidante de plantas del mismo género, lo que indica que los
componentes responsables de la actividad antioxidante pueden variar considerablemente
entre las especies de plantas del mismo género.

Al compararse las tablas 3 y 4 se puede observar cierta variacién en los resultados de
actividad antioxidante por el método ABTS y DPPH, en ambos métodos se concuerda en
gue Bursera laxiflora y Acacia cochliacantha son las plantas que presentan la mayor
actividad antioxidante de las seis plantas evaluadas, sin embargo, existe una variacion en
los resultados que se debe a la naturaleza del radical: ABTS es un radical catibn que se
reduce mediante la donacién de electrén por parte del antioxidante, lo que genera una
decoloracién durante el ensayo el cual se puede cuantificar por espectrofotometria, esta
caracteristica intrinseca del radical hace que la reduccién del mismo sea relativamente
rapido (5 minutos) durante la exposicion al antioxidante, y al mismo tiempo susceptible a
cambios en su conformacion quimica por factores externos como la temperatura y la luz. En
cambio, el método del radical DPPH se basa en la donacion de un protdn para estabilizar a
un electrén que se encuentra deslocalizado en toda la molécula, esta caracteristica quimica
del DPPH lo hace mas estable y relativamente menos susceptible a factores extrinsecos
como la temperatura y la luz, al mismo tiempo la reduccion del radical es mas lenta durante
el ensayo (30 minutos) cuando se expone al agente antioxidante; esta diferencia entre
ambos radicales hace que los experimentos evallen dos caracteristicas diferentes en
cuanto el mecanismo de accion de los antioxidantes, por lo que el valor de los resultados

puede variar de un método a otro (Meléndez y col., 2014; Zenbio, 2010).
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Actividad Antiproliferativa Método MTT e indice de Selectividad

En este estudio se determind la actividad antiproliferativa sobre cuatro lineas celulares
cancerosas (A549, HelLa, M12AX.C3.F6 y RAW 264.7) y una linea celular no cancerosa (L-
929). Los resultados de Acacia cochliacantha indican una ausencia de selectividad sobre las
lineas celulares cancerosas, donde L929 fue de las mas afectadas en este ensayo de
proliferaciéon. En cambio, en los datos de los ensayos de Acacia constricta se muestra una
tendencia de ICs fluctuante de 110-117 ug/mL en todas las lineas celulares, a excepciéon de
A549 donde la ICso no pudo ser detectada; esta relacion de actividad antiproliferativa entre
las dos especies de Acacia sugiere la posibilidad de que las moléculas involucradas en la
actividad antiproliferativa en las distintas lineas celulares no sean las mismas; como se
muestra en la relacion de actividad antiproliferativa de la Tabla 5 y el indice de selectividad
en la Tabla 6.

En trabajos previos a esta investigacion se sefiala que la planta de nombre cientifico
Acacia pennatula tiene una ICso de 10 pg/mL sobre la linea celular UISO-SQC-1 que
pertenece a un carcinoma escamoso de cérvix humano, aunque no es el mismo cancer al
gue pertenece la linea celular HeLa (carcinoma de cérvix humano), el origen del cérvix es el
mismo Yy hay relacién entre ambas lineas celulares. Al tomar estas lineas celulares como
referencia, en la planta Acacia cochliacantha y Acacia constricta se marca una ICso de 164.7
ug/mL y 116.7 pg/mL respectivamente sobre la linea celular HelLa; este contraste de
resultados entre las tres especies de Acacia y las dos lineas celulares de cancer de cérvix
sugieren que las tres especies de Acacia no generan de los mismos metabolitos
secundarios responsables de la actividad antiproliferativa, o la producciéon del mismo es en

diferentes proporciones entre las tres plantas (Popoca y col., 1997).

Al observar los resultados obtenidos en la tabla 5y 6 por la resina de Bursera hindsiana
se puede distinguir una variacion de selectividad por las lineas celulares cancerosas al
presentar una ICsp mayor en L-929, esta variacién de selectividad es minima debido a la
diferencia de microgramos de resina de las ICs entre las células cancerosas humanas
(A549 y HelLa) y control murina (L-929). Las lineas celulares cancerosas murinas

(M12AX.C3.F6 y RAW 264.7) fueron mas susceptibles a los componentes de la resina.
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Tabla 5. Actividad antiproliferativa de extractos metandlicos y resinas de seis plantas

medicinales.
ICso de lineas celulares expresado en valores de ug/mL?

Planta A549 HeLa  MI12AKC3.F6 RAW 264.7 L-929
Acacia cochliacantha NDP 164.7+35 113.8+14.5 168.9+15.5 120.449.1
Acacia constricta NDP 116.7#3.1  110.6%13.3 112.6x7.1  115.2+2.2
Bursera hindsiana® 91.0+£5.6 95.3+2.4 60.4+4.7 58.7+2.3 96.8+1.3
Bursera laxiflora 198.2+7.4  93.7+5.4 98.0£3.2 117.4%1.5 NDP
Bursera microphylla® 53.8+1.4 13.8+1.4 26.0+£2.1 21.9+3.1 39.3+0.9
Jacquinia
macrocarpa SSPp 92422 40.8+2.3 22.0£2.0 26.6x1.4 47.812.0
pungens  (cascara
fruto)
Jacquinia
macrocarpa ssp 45.4+0.6 85.5+4.4 45.0+£2.0 47.7+£0.6 87.2£4.0
pungens (partes
aéreas)

a| os valores reportados corresponden a un promedio de tres repeticiones + su desviacion estandar.

b ND, ICso0 no detectada a la maxima concentracién probada (200 pg/mL)

¢Resinas.

En el analisis de los datos arrojados por el extracto metandlico de la corteza de Bursera

laxiflora en la actividad antiproliferativa de las cinco lineas celulares (A549, Hela,
M12Ak.C3.F6, RAW264.7 y L-929) es de interés especial; aunque no tiene las ICso mas

bajas de las muestras estudiadas, contiene ICso excelentes para tratarse de un extracto

crudo; como lo hace con la linea celular HeLa con 93.7 pug/mL de ICso, y la linea celular

control (L-929) con una ICso no detectada a la maxima concentracién probada de 200

ug/mL. En cambio, uno de los especimenes que expuso una fuerte actividad antiproliferativa

sobre todas las lineas celulares incluyendo al control fue la resina de Bursera microphylla,

donde la linea celular mas resistente de las estudiadas fue A549 con una ICso de 53.8
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ug/mL, en lugar de la linea celular normal L-929, con una ICso de 39.3 ug/mL. No obstante,
los resultados obtenidos son alentadores al tratarse de una resina obtenida directamente de
la planta, por lo que es factible seguir investigando los componentes que la integran. Si bien,
estos datos no indican una semejanza entre las ICso de las tres especies de Bursera, cabe
sefialar la posibilidad de que exista un patrén de moléculas con el mismo caracter
antiproliferativo en las muestras de Bursera hindsiana y Bursera microphylla, que no se
encuentren en Bursera laxiflora como lo indica la relacién entre las Tablas 3, 4, 5y 6 si los
compuestos de Bursera laxiflora involucrados en la actividad antiproliferativa son los mismos

responsables de la actividad antioxidante.

Tabla 6. indice de selectividad de extractos metandlicos y resinas sobre las lineas

celulares cancerosas respecto a la linea celular control L-929.

Indice de selectividad 2 b ¢

Planta A549 HelLa M12Ak.C3.F6 RAW 264.7
Acacia cochliacantha <1 0.73 1.06 0.71
Acacia constricta <1 0.99 1.04 1.02
Bursera hindsiana® 1.06 1.01 1.6 1.65
Bursera laxiflora >1 >1 >1 >1
Bursera microphylla® 0.73 2.85 1.51 1.79

Jacquinia macrocarpa

ssp pungens (cascara 5.2 1.17 217 1.8
fruto)

Jacquinia macrocarpa

Ssp pungens (partes

i 1.92 1.02 1.94 1.83
aéreas)

aRelacion de actividad antiproliferativa de las células cancerosas respecto a la linea celular control.
b <1 Selectividad sobre linea celular normal.
¢>1 Selectividad sobre linea celular cancerosa.

dResinas.
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Por parte del género Bursera, se ha estudiado a la planta Bursera simaruba, en ella se
sefala que posee una ICsp de 170 pg/mL hacia la linea celular HelLa, en esta investigacion
los resultados de ICso de Bursera hindsiana, Bursera laxiflora y Bursera microphylla son de
95.3 pg/mL, 93.7 ng/mL y 13.8 ng/mL respectivamente; esta semejanza entre las cuatro
especies del género Bursera indican una posible relacion en la produccién de los mismos
metabolitos secundarios con actividad antiproliferativa sobre la linea celular HelLa, y se
destaca la planta Bursera microphylla como la mejor productora de esta sustancia (Cates y
col., 2013).

La mayor actividad antiproliferativa sobre las cinco lineas celulares (A549, Hela,
M12Ak.C3.F6, RAW 264.7 y L-929) se observo en el extracto metandlico de las cascaras del
fruto de Jacquinia macrocarpa ssp pungens, donde el control L-929 present6 la mayor
resistencia sobre el extracto con una ICso de 47.8 ug/mL. Para el extracto metandlico de las
partes aéreas de J. macrocarpa ssp pungens los resultados mostraron una tendencia
semejante (con ICso mas elevadas) al extracto de las cascaras de su fruto, donde; la linea
celular M12AK.C3.F6 fue la mas susceptible con ICso de 45 pug/mL, y 87.2 ug/mL la ICs de la
linea celular L-929 como la mas resistente al extracto. Esta posible relacién de la tendencia
de ICso sobre las lineas celulares entre el extracto crudo de las partes aéreas y la cascara
del fruto de Jacquinia macrocarpa spp pungens sugieren la posibilidad de que los
compuestos relacionados a la actividad antiproliferativa sobre las lineas celulares sean los

Mismos, pero con mayor concentracion en las cascaras del fruto.

Entre los estudios de las plantas del género Jacquinia, se encuentra la evaluacion de la
actividad antiproliferativa de Jacquinia albiflora, en ella se detecto una ICso de de 47.05
ug/mL sobre la linea celular HeLa a partir del extracto metandlico de sus hojas, este
resultado es muy semejante al obtenido a partir del extracto metandlico de las cascaras del
fruto de Jacquinia macrocarpa spp pungens con una ICso de 40.8 ug/mL a diferencia de la
ICso de 85.5 ug/mL del extracto metandlico de las partes aéreas de la misma planta. Esta
relacion en los resultados de la ICsp indica la posibilidad de que las moléculas involucradas
en la actividad antiproliferativa de la linea celular HeLa sean las mismas entre ambas
especies del género Jacquinia (Moo-Puc y col., 2013); asi como también pudiera existir una
similitud entre las ICso del resto de las lineas celulares evaluadas (A549, M12AX.C3.F6,
RAW 264.7 y L-929).

40



El extracto metandlico de Acacia cochlicantha mostro buena actividad antioxidante tanto
por el método ABTS y DPPH. Sin embargo, los resultados de actividad antiproliferativa
hacen de la planta una fuente pobre de compuestos con actividad anticancerigena; esto es,
gue los compuestos responsables de la actividad antioxidante de Acacia cochliacantha
posiblemente no seas de caracter antiproliferativo.

En los resultados obtenidos por la actividad antioxidante de Acacia constricta, se indica
una pobre inhibicién de los radicales ABTS y DPPH al que fue expuesto, indicando que los
componentes con caracter antioxidante se encuentran en pequefias trazas o su actividad
sobre radicales libres en muy débil; asi mismo, la actividad antiproliferativa que sufrieron las
cinco lineas celulares al exponerlas al extracto, indican que los componentes responsables
de la actividad antiproliferativa y antioxidante no sean los mismos y estos pueden ser

inespecificos contra lineas celulares cancerosas.

En los resultados obtenidos por el andlisis de actividad antioxidante por el método ABTS
y DPPH de las resinas de Bursera hidsiana y Bursera microphylla, las coloca como una
fuente pobre de antioxidantes, sin embargo, los resultados que expusieron ante las cinco
lineas celulares en la actividad antiproliferativa por el método MTT, los consideran como
muestras ricas en sustancias antiproliferativas; esto contrasta entre los resultados de la
actividad antioxidante y antiproliferativa, indicando que los compuestos responsables de la

actividad antiproliferativa no tienen caracter antioxidante entre ambas especies de Bursera.

El extracto metandlico de la corteza de Bursera laxiflora fue un caso especial, en sus
resultados se observa una actividad antiproliferativa moderada para la linea celular RAW
264.7; fuerte sobre HeLa y M12AX.C3.F6; y débil para A549; lo que hace pensar en una
especificidad sobre las lineas celulares cancerosas fue el no poder detectar la ICso de la
linea celular L929 a las concentraciones trabajadas en el laboratorio; ademas, la fuerte
inhibicion que mostro sobre los radicales expuestos, hace destacar la posibilidad de que el o
los componentes responsables de la actividad antiproliferativa tengan caracteristicas

antioxidantes.

El extracto metandlico de las céscaras del fruto y partes aéreas de Jacquinia

macrocarpa ssp pungens lograron demostrar ser una fuente rica en sustancias con caracter
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antiproliferativo, ya que las ICso de todas las lineas celulares (incluyendo al control L-929) no
superaron los 50 ug/mL en las céscaras del fruto y 90 ug/mL en las partes aéreas. En
cambio, los resultados de la actividad antioxidante tanto por el método ABTS y DPPH
sefialan que ambas muestras son pobres en compuestos antioxidantes; pues bien, los
resultados indican baja probabilidad de que las sustancias responsables de la actividad

antiproliferativa sean de caracter antioxidante.
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico de la corteza de Bursera laxiflora mostré la mejor actividad
antioxidante de las seis plantas estudiadas sobre los radicales ABTS y DPPH, ademas,
mostro fuerte actividad antiproliferativa del tipo selectivo contra las lineas celulares A549,
HelLa, M12AX.C3.F6 y RAW 264.7 a las concentraciones evaluadas.

La resina de Bursera hindsiana present6 fuerte actividad antiproliferativa del tipo selectivo
sobre las lineas celulares A549, HeLa, M12AK.C3.F6, RAW 264.7.

La resina de Bursera microphylla mostré fuerte actividad antiproliferativa no selectiva contra
las lineas celulares A549, HeLa, M12AX.C3.F6, RAW 264.7 y L-929.

El extracto metandlico de las cascaras de fruto de Jacquinia macrocarpa spp pungens
exhibi6 fuerte actividad antiproliferativa del tipo selectivo contra las lineas celulares A549,
HelLa, M12Ak.C3.F6, RAW 264.7 y L-929.
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RECOMENDACIONES

Realizar las fracciones de acetato de etilo, etanol, hexano y residual de las resinas de
Bursera hindsiana y Bursera microphylla, asi como también el extracto metandlico Bursera
laxiflora, y de las cascaras del fruto y partes aéreas de Jacquinia macrocarpa ssp punges
para evaluar su actividad antiproliferativa sobre las lineas celulares A549, Hela,
M12AK.C3.F6, RAW 264.7 y L-929.

En dado caso de encontrar fracciones activas sobre las lineas celulares, separar
cromatograficamente fracciones activas y probar nuevamente la actividad de proliferacién

sobre dichas lineas celulares.

Caracterizar quimicamente el o los compuestos activos mediante técnicas analiticas.
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ANEXOS

Anexo |.
Trolox método ABTS
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Curva de calibracién del antioxidante trolox por el método ABTS
Anexo II.
Trolox método DPPH
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Curva de calibracién del antioxidante trolox por el método DPPH

49



