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RESUMEN

A través de los afos, la historia nos narra la incesante lucha del hombre por mejorar y establecer una
mejor calidad de vida, parte de los esfuerzos de esta lucha se centran en la busqueda de nuevas
alternativas en el tratamiento y prevencion de padecimientos de alta incidencia como las
Enfermedades Crénico Degenerativas (ECD). Algunas de estas ECD estan relacionadas con el estilo
de vida y condiciones medioambientales, lo cual conlleva al rompimiento homeostatico y aumento en
la produccion de especies reactivas del oxigeno, desencadenando estrés oxidativo, es por ello que se
ha apostado por la implementacion de la terapia integral, en donde resalta el consumo de vegetales y
frutos ricos en moléculas antioxidantes. Bajo esta premisa en el presente trabajo de investigacion se
busca como objetivo determinar la capacidad antioxidante, antiinflamatoria y citotéxica del extracto
metandlico total de las hojas de la especie Pereskia aculeata Mill. Con el fin de evaluar la capacidad
antioxidante se emplearon los métodos de evaluacion por el radical DPPH y el método de capacidad
reductora de hierro (CARF), de igual manera el extracto se evalud para determinar la capacidad
citotoxica en las lineas celulares HEK 293, HeLa, MCF-7, MCF-10A, A-549 y PC-3 empleando el
bioensayo de Sulforodamina B, ademas se evalud la capacidad antiinflamatoria mediante el edema
inducido en oreja de raton por TPA. Los resultados obtenidos del extracto total metanolico de hojas de
P. aculeata presentd una baja capacidad antioxidante por el método de DPPH con una Clso de 446.79
£ 9.53ug/mL siendo menor al control Camellia sinensis Clso de 47.69 £+ 1.79ug/mL. En cuanto a la
capacidad antirradicalaria por método ABTS** el extracto total metandlico presenta una capacidad
antirradicalaria baja (Clso de 129.54 + 0.81ug/mL) con respecto al control positivo Camellia sinensis
(Clsode 5.98 £ 0.81ug/mL). En la prueba de capacidad reductora de hierro (CARF) el extracto total
metanolico presenta efecto dependiente de concentracion (611.61 £ 0.60 equivalentes uM de FeSO4),
siendo 1.69 veces méas activo a la concentracidn méxima probada que el control C. sinensis (1038.42
1 1.02 equivalentes uM de FeSO4). En cuanto a la actividad citotoxica después de haber realizado el
andlisis de datos mediante tamizaje se utilizd el criterio de 50% de muertes a 50 pg/mL, y se
reevaluaron en segunda estancia las lineas PC-3 y MCF-7, bajo el criterio de concentracion maxima
de 20 ug/mL, donde no fue posible determinar la ICso debido a que el extracto no present6 actividad

sobre las lineas celulares probadas. La actividad antiinflamatoria se evalué mediante edema inducido
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en oreja de ratdn por TPA a una concentracién de 0.1 mg/oreja, donde se destaca su efecto inhibitorio
del 87.36% % 2.29 y el control indometacina 90.20% + 3.42.

Mediante el analisis de los resultados obtenidos se puede concluir de forma general que el extracto
total metanlolico e hojas de P. aculeata presenta una baja capacidad antioxiante (DPPH) y
antirradicalaria (ABTS**), a su vez nos indica tener una buena capacidad reductora por medio de
transferencia de electrones (CARF). Por otra parte, como citotéxico podemos observar que no
presenta actividad sobre las lineas celulares probadas. Sin embargo, encontramos que el extracto

total metanolico de hojas de P aculeta presenta actividad antiedema.



1. INTRODUCCION

La historia de la humanidad cuenta a lo largo de diversos capitulos como el hombre ha invertido su
tiempo en establecer una calidad de vida mayor mediante la busqueda, desarrollo e implementacidn
de nuevas tecnologias, pretendiendo asi rapidez, comodidad y eficiencia, lo cual se observa de
manera palpable desde actividades cotidianas como la comunicacion hasta la implementacion de
nuevas terapias en la medicina, que han ayudado a la prevencion, deteccidn y tratamiento de diversas
patologias. Sin embargo, de la mano de estos avances significativos en la medicina, también surgen
de igual manera nuevos retos, entre los cuales se destacan la inclusién de tratamientos mas eficaces
y seguros ademas de una busqueda para controlar y tratar con la aparicion de nuevas enfermedades
y el aumento en el nimero de casos de las enfermedades ya existentes que lejos de presentar un
panorama favorable se proyectan con una alta tasa de mortalidad. Ejemplo de esto son las
enfermedades cronico degenerativas (ECD) como lo son el cancer, la enfermedad de Alzheimer, y la
diabetes mellitus por citar algunas (Coronado H. et al., 2015).

El desarrollo de algunas de las ECD se ven estrechamente relacionadas con el estilo de vida
sedentario, déficit de nutrientes, consumo de sustancias y condiciones medioambientales, los que a
su vez favorecen el rompimiento homeostatico por aumento en las especies reactivas de oxigeno
(ERO) o debido a la disminucidn o inhibicion de los mecanismos antioxidantes enddgenos lo cual
conlleva a la aparicion de estrés oxidativo (Rosado-Pérez & Mendoza-Nufiez, 2007), (Elejalde Guerra,
2001). La importancia de las ERO en niveles dptimos dentro del organismo radica en la defensa de
agresiones externas causadas por xenobi6ticos patdgenos (virus, bacterias y parasitos) y células con
caracteristicas anormales, siempre y cuando estas no superen el nimero de defensas antioxidantes,
cuando las ERO superan estas defensas pueden llegar a causar estragos en macromoléculas tales
como proteinas, acidos grasos y nucleicos, los cuales por diversos métodos pueden contribuir al
desarrollo de algunas ECD como lo son la ateroesclerosis, cardiomiopatias, diabetes tipo 2,
enfermedades neuroldgicas entre las cuales se incluyen enfermedad de Alzheimer y Parkinson y
proliferacion de cancer (Avello & Suwalsky, 2006), (Ye et al., 2015) , (Mafion Rossi et al., 2016), (Mora
Agtero et al., 2019).

En capitulos recientes de la historia con la fiel mision de prevenir y tratar algunas enfermedades se ha
apostado por la implementacion de una terapia integral donde la dieta basada en consumo de
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se corrobora mediante el hallazgo y caracterizacion de multiples moléculas con marcada actividad
antioxidante, entre las cuales se encuentran las vitaminas E, A, D y C algunas provitaminas que
naturalmente se encuentran en vegetales y frutos (Hernandez Angel & Prieto Gonzalez, 1999),
(Coronado H. et al., 2015), (Carvajal Carvajal, 2019).

Partiendo de la premisa que representa la diversidad de especies que podrian presentar una 0 mas
moléculas antioxidantes y la potencial aplicacion en la prevencion y tratamiento de algunas
enfermedades, ha despertado un gran interés técnico cientifico que posiciona a los productos
naturales como una fuente principal de obtencidn de estos agentes que pueden ser utilizados en la
terapia conjunta y/o tratamiento. Siempre se ha tenido como punto de partida el conocimiento de la
medicina tradicional y su difusion, especialmente en México donde el conocimiento etnoboténico se
fundamenta a través de conocimientos trasmitidos a lo largo de los afios mediante el empleo de
estelas, codices, ensefianzas verbales y compilaciones de estos ultimos ejemplo de esto la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos, donde se destacan el tratamiento de
diversos padecimientos y enfermedades (Gémez-Pompa, 1993), ademas de integrar la evidencia
publicada en estudios controlados afines a la inclusion de agentes antioxidantes (preventivos y/o
terapéuticos).

En nuestro caso particular esta busqueda de agentes quimiopreventivos nos ha llevado al estudio de
Pereskia aculeata una especie perteneciente a la familia de las cactaceas, conocida popularmente
como “Bugambilia blanca”, “Ufia de gato”, “Grosellero” o “Ramo de novia” (Segura et al., 2018). Esta
especie de cactacea, al igual que otras especies han despertado el interés de estudio debido a que
han desarrollado diversas estrategias contra el estrés bi6tico y abidtico a través productos metabdlicos
secundarios con propiedades terapéuticas de indole analgésica, antimicrobiana, antiinflamatoria,
anticancerigena y antioxidante (N. de C. Campos Pinto & Scio, 2014), e inclusive propiedades
alucinégenas. Los metabolitos responsables de estas propiedades son incorporados a través de la
dieta pues forman parte del nucleo activo de las enzimas oxidantes (Garcia Bacallao et al., 2001). Es
por ello que en este trabajo de investigacion nos centramos en el potencial farmacolégico preventivo
y antiinflamatorio de P. aculeata teniendo como principal objetivo la evaluacién de las hojas de la

especie como agente antirradicalario y/o antioxidante y su potencial como antiinflamatorio.



2 ANTECEDENTES

2.1 Radicales libres

Se considera un radical libre (RL) a toda aquella molécula que presenta en su estructura atomica un
electrén desapareado o impar en su orbital externo, proporcionandole asi una configuracion con una
alta reactividad. Con un comportamiento similar se encuentran las especies reactivas del oxigeno

(ERO) y nitrégeno (ERN) las cuales se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1: Especies Reactivas del Oxigeno y Nitrégeno (Soto-bernardini & Raventds-vorst, 2008), (Sanchez-Valle & Méndez-
Sanchez, 2013), (Ye et al., 2015).

EROS ERN

Radicales No radicales Radicales No radicales

Superdxido (02%) Peroxido de hidrégeno Oxido nitrico (NO) Acido nitroso
(H202) (HNO2)

Hidroxilo (OH") Acido hipocloroso (HOCI) Didxido de nitrégeno  Peroxinitrito

(NO2) (ONOO)
Peroxil (RO2) Ozono (03)
Alcoxil (RO") Oxigeno singulete ('Ag)

Hidroperoxil (OH2")  Peroxinitrito (ONOO )

Los problemas a la salud se producen cuando nuestro organismo tiene que soportar un exceso de
radicales libres durante afios, producidos mayormente por contaminantes externos, que provienen
principalmente de la contaminacion atmosférica y el humo de cigarrillos, los cuales producen distintos
tipos de radicales libres en nuestro organismo (Avello & Suwalsky, 2006)(Ye et al., 2015), (Coronado
H. et al., 2015).

Por ultima instancia se encuentran los intermediarios estables relacionados con los radicales libres del
oxigeno, en los cuales se incluyen un grupo de especies quimicas que, sin ser radicales libres, son
generadores de estas sustancias o son producto de la reduccion del metabolismo de ellas, entre las
que estan el oxigeno singulete ('Ag), el peréxido de hidrogeno (H202), el &cido hipocloroso (HCIO), el

peroxinitrito (ONOO), y los hidroperdxidos organicos (Venereo Gutiérrez, 2002).



La formacién de estos radicales libres ocurre tanto a nivel intracelular como extracelular. Entre las
células responsables de la produccion de radicales libres del oxigeno tenemos a células relacionadas
con las lineas de defensa como: neutréfilos, monocitos, macrofagos, eosindfilos y células endoteliales,
ademas de estas células encontramos enzimas oxidantes como: la xantinoxidasa,
indolamindioxigenasa, triptofano-dioxigenasa, mieloperoxidasa, galactosa oxidasa, ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, monoamino-oxidasa y NADPH oxidasa (como podemos observar en la figura 1).

Para un mejor estudio las ERO (Especies Reactivas del Oxigeno) se han clasificado de acuerdo con

su naturaleza y origen en:

Xanlma NADPH
oxidasa oxidasa

'4

GssG 2GSH

‘OH
OH-

Figura 1: Mecanismo general de produccion y neutralizacion de especies reactivas de oxigeno. (Sanchez-Valle,
2013).

Organicos o primarios, los cuales se originan por transferencia de electrones sobre el atomo de
oxigeno, se caracterizan por tener una vida media muy corta; estos son el anién superdxido (O2"), el
radical hidroxilo (OH") y el éxido nitrico (NO").

Inorgénicos o secundarios. Se pueden originar por la transferencia de un electrén de un radical
primario a un atomo de una molécula organica o por la reaccion de 2 radicales primarios entre si,
poseen una vida media un tanto mas prolongada que los primarios; los principales atomos de las

biomoléculas son: carbono (C), nitrogeno (N), oxigeno (O) y azufre (S) (Venereo Gutiérrez, 2002).




2.1.1 Estrés oxidativo

El denominado “estrés oxidativo" (EO) se presenta cuando existe un rompimiento de la homeostasis
a causa de una excesiva exposicion a oxidantes y/o una capacidad antioxidante disminuida (Oxilia,
2010), (Coronado H. et al., 2015).

Inflamacién Medicamentos
Contaminantes
Tabaco f /ﬂ
Radiacion

lones QL—— Radicales
metdlicos libres -4.,_""7Amdos grasos

- - poliinsaturados
Ejercicio Alteracion
extremo mitocondrial

Estrés
oxidativo T

Envejecimiento Céncer

/ \ Diabetes
Enfermedades i

cardiovasculares Enfermedades

Enfermedades )
hepaticas

neurodegenerativas

Figura 2: Esquema de la generacidn exdgena de radicales libres y efectos adversos del estrés oxidativo en la
patogénesis de la enfermedad (Sanchez-Valle, 2013).
El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicién a diversas fuentes que producen una
ruptura de la homeostasis, de moléculas o factores pro oxidantes y los mecanismos antioxidantes
encargados de neutralizar dichas especies quimicas (Figura 2), ya sea por déficit o por incremento
exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno (Venereo Gutiérrez, 2002), (Mora
Aguero et al., 2019), desencadenando afectaciones a una amplia variedad de funciones fisiologicas y
participan en el desarrollo de enfermedades humanas de tipo crénico degenerativas con impacto
epidemiolégico, que pueden clasificarse en las generadas por pro-oxidantes que modifican el estado
redox y alteran la tolerancia a la glucosa, favoreciendo el EO mitocondrial en enfermedades como el
cancer y la diabetes mellitus; el segundo grupo incluye EQO de tipo inflamatorio y una mayor actividad
de la enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato-oxidasa (NADPH-0x) que conducen a la




aterosclerosis e inflamacion crénica; y el tercer grupo deriva del sistema xantinaoxidasa, generando
ERO implicados en la lesion isquémica por reperfusion (Sanchez-Valle & Méndez-Sanchez, 2013).

Los procesos patologicos implicados con el EO son diversos, entre los relevantes se encuentran el
envejecimiento, la ateroesclerosis, diversos tipos de cancer, la enfermedad de Alzheimer, Diabetes
Mellitus, Insuficiencia renal aguda, enfermedades autoinmunes, inflamacion crénica, situaciones de
dafio por isquemia, entre otras (Elejalde Guerra, 2001),(Sanchez-Valle & Méndez-Sanchez, 2013),
(Mora Agliero et al., 2019). El incremento de nuevos casos y muertes relacionadas a las patologias
antes mencionadas, muchas veces esta relacionado a una deteccion tardia, asi como en parte a
factores dietéticos y conductuales entre los que se encuentran: El indice de masa corporal elevado, la
ingesta reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y el consumo de
alcohol, es por esto que muchos de los estudios recientes se han basado en la busqueda e
identificacion de moléculas quimio protectoras, esto aunado a la creciente aceptacion de la dieta como

terapia preventiva y la medicina verde como alternativa (Hernandez Angel & Prieto Gonzalez, 1999).

2.1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que pueden evitar, prevenir o reducir el dafio oxidativo a varias
biomoléculas como el ADN, las proteinas y los lipidos (Venereo Gutiérrez, 2002). Los antioxidantes
actiian como “secuestradores” de especies reactivas de oxigeno (EROS) (Sousa et al., 2014), es decir
el antioxidante al colisionar con el radical libre, cede un electrdn oxidandose y transformandose en un
radical libre débil no tdxico. Cabe mencionar que no todos los antioxidantes actian de esta manera,
debido a que los denominados enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan
sustratos que reaccionan con los radicales libres (Oxilia, 2010), y de esta manera se evita la iniciacién
0 progresion de algunas enfermedades cronico degenerativas, convirtiéndose en compuestos
importantes en la quimio prevencion de estas mismas. Para un mejor estudio los antioxidantes se han
clasificado en enddgenos (Tabla 2), los cuales se encuentran en el organismos y son sintetizados por
sus células y exdgenos quienes a su vez ingresan a través de la dieta (Oxilia, 2010). Los antioxidantes
enddgenos tanto como exdgenos tienen un mecanismo de accion similar actuan como moléculas
suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre, en el caso de los exdgenos su reposicion debe
ser continua mediante la ingestion de nutrientes que los contengan (Venereo Gutiérrez, 2002),
(Coronado H. et al., 2015).




Tabla 2: Clasificacion de antioxidantes (Venereo Gutiérrez, 2002).

Antioxidantes

Enddgenos
Enzimaticos No enzimaticos
Superdxido dismutasa (SOD) Glutation
Catalasa (CAT) Coenzima Q
Glutatién peroxidasa (GPx) Acido tioctico

Exdgenos
Vitamina E
Vitamina C
[3-carotenos

Flavonoides, licopeno

Existen evidencias epidemioldgicas que sustentan el papel patogénico de los radicales libres en

procesos biologicos, formando asi un sistema de defensa antioxidante que esta constituido por un

grupo de sustancias que, al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,

con respecto al cancer se sefiala que si los radicales libres afectan el ADN (acido desoxirribonucleico)

pueden ocurrir mutaciones que en su momento se transforman en células cancerosas (Coronado H.

etal., 2015).



2.2 Cancer

El cancer es definido como un conjunto de enfermedades que involucran procesos de crecimiento y
diseminacion incontrolados de células que puede aparecer practicamente en cualquier lugar del
cuerpo que se presenta en forma de tumor que suele invadir el tejido circundante y provocar metastasis

en puntos distantes del organismo (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

Otros Canceres
7681770 (42.5%)

Colorectal
1931 590 (107%)

Prostata
1414 259 (7.8%)

Cervicouterino
604 127 (3.3%)
Higado Estomago
905 677 (5%) 1089 103 (6%)

Total : 18 094 716

Figura 3: Numero estimado de nuevos casos en 2020 a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades, todos los
canceres excluyendo el cancer de piel no melanoma. (Global Cancer Observatory/Organizacion Mundial de la Salud,
2020) GCO/OMS.

El cancer y sus subtipos se consideran de los més letales debido a su especifidad y facilidad de
diseminacion, el cual con el paso de los afios se ha posicionado como una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad a lo largo del mundo, registrando cifras que superan los 14 millones de
casos nuevos y 8.8 millones de muertes relacionadas tan solo en el afio 2015. Aunado a esto se prevé
que el numero de casos aumente en 70% en los proximos 20 afios, segun datos recopilatorios de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en su Informe Mundial Sobre Céncer de 2014, en la Figura
3 podemos observar un estimado de nuevos casos de cancer a nivel mundial en 2020, donde podemos

observar el problema latente que representa a la salud publica a nivel mundial.




En nuestro pais los nimeros respaldan estas cifras de acuerdo a datos recopilatorios del Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Historia (INEGI) de 2018 segun los listados de mortalidad
general por enfermedad los tumores malignos de huesos, cartilagos articulares, tejido conjuntivo, de
piel y mama representan el 1.61% de defunciones totales anuales, los tumores malignos de 6rganos
respiratorios e intratoracicos representan el 1.12% de defunciones totales anuales y los tumores

malignos genitourinarios representan el 2.74%, como podemos observar en la Figura 4.

% Total de defunciones 2018

3.8% 161% 1.12% 2.74% = Tumores malignos del labio, de la
N \ cavidad bucal y de la faringe

0.36%

= Tumores malignos de los érganos
digestivos

= Tumores maligno de érganos
respiratorios e intratoracicos

m Tumores malignos de los huesos, de
los cartilagos articulares, del tejido
conjuntivo, de la piel y de la mama

= Tumores malignos de los érganos

genitourinarios

m Otras

Figura 4: Defunciones provocadas por cancer en México. (INEGI, 2018).




2.3 Inflamacion

La inflamacién por definicion es una reaccion tisular compleja que consiste basicamente en respuestas
de los vasos y los leucocitos, los cuales son las principales defensas corporales frente a los invasores
extrafios (xenobidticos) las proteinas plasmaticas y células blancas, ademas de los fagocitos tisulares
derivados de las células circulantes. La respuesta inflamatoria coordina las reacciones de los vasos,
los leucocitos y las proteinas plasmaticas orientadas a conseguir este objetivo (Kumar et al., 2010) el
proceso inflamatorio desencadena una serie de procesos entre los cuales se encuentran la
vasodilatacion, el aumento de la permeabilidad de los capilares, coagulacion de liquido en espacios
intersticiales por aumento de fibrindgeno y otras proteinas, migracion de granulocitos, monocitos y
tumefaccion de células tisulares (Hall & Guyton, 2016). Estos procesos se caracterizan por la aparicidn
de los signos cardinales de la inflamacion siendo el rubor (eritema), tumor (tumefaccién), calor
(aumento de la temperatura), dolor y, la function laesa (pérdida de la funcion) (Porth & Grossman,
2014).

La inflamacion puede ser aguda o cronica en funcion de la naturaleza del estimulo y la eficacia de la
reaccion inicial para eliminar el estimulo o los tejidos lesionados. La inflamacion aguda se inicia de
forma rapida (en minutos) y dura poco, unas horas o pocos dias; se caracteriza, sobre todo, por la
exudacién de liquido, proteinas plasmaticas (edema) y la migracion de leucocitos. En cambio la
inflamacion cronica puede aparecer después de la inflamacién aguda o ser insidiosa desde el
comienzo, presenta como una caracteristica principal una duracion prolongada y asociada a la
presencia de linfocitos y macrofagos, proliferacion vascular, fibrosis y destruccion tisular (Porth &
Grossman, 2014) (Kumar et al., 2010). En la infamacién cronica se presenta una mayor duracién, que
va de dias a afios, y se asocia con presencia de linfocitos y macréfagos, proliferacion de vasos
sanguineos, fibrosis y necrosis del tejido (Porth & Grossman, 2014).

La inflamacion puede estar implicada en diversas enfermedades, que no se consideran debido a que
se presenta como una forma primaria de alteracién de la respuesta del anfitrién. Por ejemplo, la
inflamacién crénica puede participar en la aterosclerosis, la diabetes de tipo 2, los trastornos

degenerativos, como la enfermedad de Alzheimer, o el cancer (Kumar et al., 2010).
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2.3.1 Inflamacién aguda

La inflamacién aguda es la reaccion inmediata de los tejidos locales y sus vasos sanguineos a la
lesion. De manera tipica, se presenta antes de que se desarrolle la inmunidad adaptativa y se dirige
sobre todo a la eliminacion del agente lesivo y la limitacién de la extensién del dafio tisular (Porth &
Grossman, 2014). La inflamacién aguda incluye 2 componentes principales: las fases vascular y
celular.
La fase vascular esta constituida por tres componentes esenciales:

e Alteraciones del calibre vascular.

e Cambios estructurales de los microvasos

e Emigracion de los leucocitos.

En la fase vascular se presentan tres patrones de respuesta:
o Elprimer patrdn es una respuesta inmediata transitoria, que se presenta con una lesién menor.
e El segundo patrdn es una respuesta sostenida inmediata que tiene lugar en lesiones mas
graves y persiste varios dias.
o Eltercer patrdn es una respuesta hemodinamica tardia en la que se presenta aumento de la

permeabilidad de vénulas y capilares (Porth & Grossman, 2014).

La fase celular se caracteriza por marcar cambios en el recubrimiento de células endoteliales de la
vasculatura y el desplazamiento de los leucocitos fagociticos hacia el area de lesion o infeccién. El
proceso de llegada y activacion de los leucocitos puede dividirse en los siguientes pasos:

e Marginacion y adhesion leucocitarias al endotelio.

e Migracion leucocitaria a través del endotelio.

e Quimiotaxis leucocitaria.

e Activacion leucocitaria y fagocitosis

Normalmente este tipo de inflamacidn se puede ver estimulada por diferentes factores en los cuales

se incluyen a las infecciones bacterianas, viricas, fungicas o parasitarias y toxinas microbianas; la
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necrosis tisular de cualquier origen, incluida la isquemia, traumatismos y lesiones fisicas y/o quimicas;

cuerpos extrafios; reacciones inmunitarias (Kumar et al., 2010).

2.3.2 Inflamacion cronica

La inflamacién crénica en contraste con la inflamacion aguda, que suele ser autolimitada y de corta
duracion, la inflamacion crénica se auto perpetla y puede durar semanas, meses o incluso afios.
Puede desarrollarse como consecuencia de un proceso inflamatorio agudo recurrente o progresivo, o
por respuestas subitas y de bajo grado, incapaces de evocar una respuesta aguda (Porth & Grossman,
2014). La inflamacién cronica tiene una duracién prolongada (semanas o meses), puede aparecer tras
una inflamacion aguda, o puede desencadenarse de forma insidiosa, como una respuesta de bajo
grado indolente sin manifestaciones de una reaccidn aguda, la cual puede dar parte a una lesion tisular
como la artritis reumatoide, la aterosclerosis, la tuberculosis y la fibrosis pulmonar. Ademas, se ha
relacionado con la progresion del cancer y con cuadros que antes se consideraban puramente
degenerativos, como la enfermedad de Alzheimer.

Entre las principales causas de la inflamacion crénica se encuentran los siguientes: Infecciones
persistentes, como micobacterias, virus, hongos y parasitos; enfermedades inflamatorias de
mecanismo inmunitario; exposicion prolongada a agentes con capacidad tdxica, exdgenos o
enddégenos. Entre las caracteristicas que presenta la inflamacién aguda se encuentran la
manifestacién de cambios vasculares, edema e infiltracion principalmente neutrofilia, aparicién de
células mononucleares, que incluyen macréfagos, linfocitos y células plasmaticas, destruccion tisular
inducida por el agente lesivo persistente o por las células inflamatorias, intentos de curaciéon mediante
sustitucion por el tejido conjuntivo de tejidos lesionados, que se consiguen mediante la angiogénesis
y fibrosis (Kumar et al., 2010).
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2.4 Familia Cactaceae

La familia Cactaceae estd representada por 124 géneros y 1,427 especies, divididas en cuatro
subfamilias, Maihuenioideae, Opuntioideae, Cactoideae y Pereskioideae. Se considera una familia de
distribucion cosmopolita nativa del continente americano, en el cual se distribuyen desde el norte de
Canada hasta el sur de Argentina. Habitan principalmente las regiones aridas y semiaridas del
continente, aunque también se encuentran en climas frios y himedos, con excepcidn de la especie de
Rhipsalis, que se encuentra en regiones tropicales de Africa y Asia (N. de C. Campos Pinto & Scio,

2014), como podemos observar en la Figura 5.

Figura 5: Representacion de la distribucién a nivel mundial de la familia Cactaceae (Laboratorio de Sistematica de

Plantas vasculares).
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2.5 Generalidades del género Pereskia

2.5.1 Informacion botanica

En el género Pereskia se incluyen 17 especies y dos subespecies las cuales se distribuyen
predominantemente en regiones aridas y ligeramente mésicas del Caribe, asi como en América
Central y del Sur. Se considera que, probablemente, la region noroeste de América del Sur fue el
centro original de la diversificacion y diseminacién del género Pereskia (N. de C. Campos Pinto & Scio,
2014), (Estrada-Castillo et al., 2019). En México ha sido encontrada en diversos puntos incluidos los
estados de Yucatan, Chiapas, Veracruz y el Estado de Morelos, en este ultimo teniéndose reportados
ejemplares de la especie Pereskia aculeata Miller, en los municipios de Cuernavaca, Jojutla, Temixco,
Xochitepec y Zacatepec (Meza-Nivén, 2007).

La especie Pereskia aculeata se presenta como una enredadera semilefiosa, que puede alcanzar los
10 m de altura, con ramas largas y espinas en las axilares en hojas, las hojas presentan una forma
eliptica y carnosa que se identifica mediante la presencia de tallos finos, sublefiosos, con presencia
de hoja ancha caida con pocas espinas en la base y solitarias flores terminales, en la Figura 6 podemos

observar estas hojas caracteristicas, asi como algunos frutos inmaduros.

Figura 6: Hojas y frutos de P. aculeata.
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de ancho, apice agudo-acuminado, de base aguda, margen entero y veteado hipddroma, donde sélo
el nervio central es agudo, también presenta un peciolo corto y de dos a seis hojas agrupadas en las
ramas laterales alternas ademas de espinas axilares (Duarte & Hayashi, 2005).

Habitat: regiones mésicas y en algunas regiones levemente aridas.

Distribucion: América Central y del Sur, incluyendo el norte de Argentina, la costa andina oriental del
Peru y el oeste de Paraguay, Uruguay y el este de Brasil (N. de C. Campos Pinto & Scio, 2014), (N.
de C. Campos Pinto, Cassini-Vieira, Souza-Fagundes, et al., 2016), (Estrada-Castillo et al., 2019).
Distribucion en México: Chiapas, Morelos, Veracruz y Yucatan (Meza-Nivon, 2007), (Rivera-
Hernandez et al., 2019).

Figura 7: Distribucion de P. aculeta en México/Estado de Morelos.
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2.5.2 Informacion fitoquimica

Debido a su ubicacion en la subfamilia Pereskioideae, el género Pereskia presenta metabolitos de tipo
terpenoide, flavonoide, esteroide y fenilpropano. Sin embargo, hasta el momento en este género no
se han encontrado reportes de estudios especificos de moléculas que han sido aisladas y probadas
en la terapéutica de esta especie, pero si se han logrado encontrar metabolitos en estudios de
composicion quimica, en los cuales se destacan la presencia de carotenos (Agostini-Costa et al.,
2014), licopeno, vitamina C (Ferreira de Almeida et al., 2014), estigmasterol, sitosterol, tiramina y
mescalina (Carvalho Guilhon et al, 2015), de los cuales se conocen sus actividades como
antiinflamatoria, antineoplasica y antioxidante (Tabla 3). Ademas de estos estudios fitoquimicos se
han realizado diversos estudios de la composicion nutrimental de la especie entre los cuales se
destacan datos del contenido de oligoelementos, contenido de aminoacidos y contenido proteico (N.
de C. Campos Pinto & Scio, 2014), (da Silva Junior et al., 2019), entre los cuales se encuentran
algunos aminoéacidos esenciales, como el triptéfano y la leucina, los cuales pueden influir en la
reduccion de peso (Vieira et al., 2020), como se menciona en el trabajo de Vieira y colaboradores de
2020 titulado “a Beverage Containing Ora-Pro-Nobis Flour Improves Intestinal Health, Weight, and
Body Composition: a Double-Blind Randomized Prospective Study”, donde se hace referencia a la
utilizacion de las hojas de P. aculeata en forma de harina como alimento funcional, se reporta el uso
de hojas de P. aculeta como tratamiento de la constipacidn intestinal (de Aimeida & Corréa, 2012)
mediante el consumo de 400g de harina a base de hojas por un lapso de 6 meses (Das et al., 2021),
ademas del empleo de las mismas en la cocina a manera de vegetales (Rosa & Souza, 2003), (de
Oliveira et al., 2019), (da Silva Junior et al., 2019). No obstante en algunos estudios in vitro han
informado que “ora-pro-nobis” cuenta con actividad antimicrobiana contra algunas bacterias Gram (+)
y Gram (), lo que sugiere la presencia de fitoquimicos con amplio espectro de actividad antibiética
(Vieira et al., 2020).
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Tabla 3: Metabolitos aislados dentro del género Pereskia, (Sharif et al., 2013), (Ferreira de Almeida et al., 2014), (N. de C.

Campos Pinto & Scio, 2014), (tomado de (Carvalho Guilhon et al., 2015), (N. de C. Campos Pinto, do Nascimoento Duque,
etal., 2015).

Pereskia especies Metabolito Molécula

P. aculeata
a-caroteno

o-criptoxantina

B-caroteno

B-criptoxantina

2, 4-C-metilcolesterol CHy

HO
Abrina NH-CH

OH
Acido dehidroascérbico 0.0
(Vitamina C) — o

Acido oxalico

Estigmasterol

Hordenina
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2.5.3 Estudios farmacoldgicos del género Pereskia

Los miembros del género Pereskia llaman la atencion no solo por su denominacién como “vegetal no
convencional” o por ser considerado “Cactus primitivos con hojas”, sino también por los estudios
quimicos y biologicos preliminares en los cuales se hace referencia a algunos de sus usos
etnomédicos que le son atribuidos a esta especie, que van desde propiedades antiinflamatorias,
analgésicas, anti cancer, antioxidantes y alucinégenas (N. de C. Campos Pinto & Scio, 2014), (N. de
C. Campos Pinto et al., 2020), como se ha mencionado este género cuenta con un amplio nimero de
miembros entre los cuales destacan P. bleo, P. grandifolia y P. aculeata, las cuales presentan ciertas
actividades en comun como antimicrobianos, citotdxicos y antioxidantes, siendo estos dos Ultimos de
suma importancia debido a la posibilidad de ser empleados como quimiopreventivos .

Algunos de los estudios especificos acerca del género Pereskia son los realizados a la especie P. bleo
(Kunth) del cual se realizaron cuatro extractos (a base de hexano, diclorometano, acetato de etilo y,
metanol) los cuales fueron probados en tres diferentes lineas celulares cancerigenas y se encontro

con un potencial anti proliferativo (Sharif et al., 2013).

2.5.4 Estudios fitoquimicos del género Pereskia

En los estudios realizados a especies pertenecientes al género Pereskia se han encontrado diversos
tipos de moléculas, destacandose el primer estudio realizado a las especies P. bleo (Kunth) y P.
grandifolia (Haw) (Sharif et al., 2013), en las cuales se encontraron dos alcaloides siendo los

siguientes: mescalina, 3,4-dimetil-B-feniletilamina ademés de 3-metoxitiramina y Tiramina (Figura 8).
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Figura 8: Alcaloides y metabolitos aislados en P. bleo y P. grandifolia.

A parte de estos primeros alcaloides se han aislado una mezcla de esteroles, fenoles y precursores

antioxidantes a partir del extracto de acetato de etilo de P. bleo (kunth), en los que se encontraban
2,4-di-ter-butilfenol, a-tocoferol, B-sitosterol, fitol (Figura 9) (Sharif et a., 2013).
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Figura 9: Esteroles y metabolitos ntioxidantes aislados de P. bleo.

Ademas de estos alcaloides se encontré vixetina de igual manera obtenidos a partir del extracto de

acetato de etilo de P. grandifolia (Haw).

En cuanto a P. aculeata se ha estudiado la composicion quimica del mucilago de frutos verdes de la
especie en la cual se ha encontrado un 10.47% de proteinas y 46.88% de carbohidratos, ademas de
presentar microelementos como Hierro (189.7 mg / 100g), manganeso (175.20 mg / 100 g), zinc (93.30
mg /100 g) y calcio (3.35 mg / 100 g) (Silva et al., 2019).

2.5.5 Estudios etnomédicos del género Pereskia

El género Pereskia, debido a su estatus como especie cosmopolita, es facil de encontrar especimenes
alrededor del mundo, y su uso en la medicina tradicional varia segun la region, aunque existen
coincidencias acerca de su uso el cual no se ha limitado y se ha extendido al tratamiento y/o prevencion
de diversas enfermedades y/o padecimientos entre los cuales podemos enlistar: el tratamiento de
cancer; presion sanguinea alta; diabetes mellitus; dolores estomacales; Ulceras; revitalizante del
cuerpo, malestares causados por reumatismo e inflamacion; tonico para mordeduras de serpiente
(Sharif et al., 2013).
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2.6 Generalidades de la especie Pereskia aculeata

Pereskia aculeata es un cactus, que por lo general recuerda a las rosas salvajes mas que a los
actuales cactos, perteneciente a la familia Cactaceae y al género Pereskia (Tabla 4) las cuales
presentan hojas grandes, brillantes, en seto, y largas espinas en el tallo, se considera una suculenta

dentro del género Pereskia.

Tabla 4: Clasificacion taxonoémica de la especie Pereskia aculeata

Orden Caryophyllales

Familia Cactaceae

Subfamilia Pereskiodeae

Género Pereskia

Especie Pereskia aculeata Miller

2.6.1 Estudios fitoquimicos de Pereskia aculeata

La especie Pereskia aculeata cuenta con reportes de estudios en los cuales se determind la
caracterizacion quimica de algunos de los componentes de esta hortaliza no convencional (Ferreira
de Aimeida et al., 2014), asi como de la composicion nutrimental de la misma (Rodrigues et al., 2015).
Cabe recalcar que esta especie se considera una especie introducida y no cultivada en México (Segura
et al., 2018) por lo que su uso etnomédico es poco conocido y en muchos casos sus usos son
ornamentales, sin embargo, en regiones asiaticas (Malasia, China) y sudamericanas (en especifico
Brasil). Su uso es amplio debido a su alto contenido nutrimental por lo que es utilizada en diversas
preparaciones de la cocina brasileira (Ferreira de Almeida et al., 2014), (Hissatomi et al., 2020),
comunmente conocida como “Ora-pro-nobis, azedinha, carne-de-pobre, cip6-santo, espinho-de-
Santo-Anténioen” (da Silveira Agostini-Costa, 2020) se emplea en el tratamiento de deficiencias de
hierro, osteoporosis, constipacion, quemaduras (Agostini-Costa et al., 2014), (Barbosa et al., 2015),

(Das et al., 2021), Li y Xing enlistan algunas especies encontradas en la isla Hainan en China donde
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se hace referencia a la ingesta de hojas de "qi xing zhén” (P. aculeata) como remedio contra el dolor
estomacal (Li & Xing, 2016).

El valor nutrimental de las hojas es relativamente alto en contenido de proteinas se ha encontrado un
valor aproximado del 25.5% p/p el cual destaca sobre otros vegetales que se usan cominmente en la
cocina como por ejemplo los frijoles los cuales presentan un contenido proteico entre el 18-20% p/p,
los elotes 7.6-10.0% p/p, lechuga 1.3% p/p.

Las hojas de P. aculeata son conocidas por su alto contenido proteico (aproximadamente 28% del
peso seco), como se ha mencionado con anterioridad es comiunmente consumida como vegetal de
hoja en Brasil, alrededor del 60% de la proteina total estd compuesta por aminoacidos esenciales
(triptéfano, leucina, lisina, fenilalanina y tirosina aromatica), la proteina de las hojas de P. aculeata
cumple con los requisitos de consumo minimo propuesto por la FAO para nifios de 2 a 5 afios (da
Silveira Agostini-Costa, 2020).

Ademas de que presentar un alto contenido proteico en hojas, las bayas de la P. aculeata presentan
un alto contenido de B-caroteno y la luteina (B, e-dihidroxicaroteno) los principales carotenoides
descritos en los cactus, las bayas produjeron altos niveles de carotenoides, especialmente para -
caroteno (7.3-41.1 ug / g) y a-caroteno (4.3- 5.1 ug / g), proporcionando altos valores de pro vitamina
A (79.7-458 RAE / 100 g) junto con un menor contenido de luteina (0.8-3.7 pg / g), a-criptoxantina y

violaxantina (da Silveira Agostini-Costa, 2020).
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Figura 10: metabolitos aislados de P. aculeata.
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Algunos de los compuestos identificados en la fraccion hidrometandlica obtenida a partir del extracto
metandlico de hojas de P. aculeata mediante analisis de UPLC-MS/MS (N. de C. Campos Pinto, do
Nascimoento Duque, et al., 2015) de ion positivo son los siguientes: triptamina, abrina, hordenina,

isomeros del di-tert-butilfenol, mescalina, petunidina, quercetina (Figura 10).

Trazas de tiramina, mescalina y hordenina han sido detectadas en hojas de P. aculeata y se ha
observado potencial antinociceptivo sin efecto opioide (da Silveira Agostini-Costa, 2020).

En otro estudio Souza y colaboradores en el afio 2016, revelaron el contenido del aceite esencial de
P. aculeata, encontrando 24 compuestos, entre los cuales los mayoritarios fueron los siguientes: (Z,Z)-
metil-4,6-hexadecadieno, 1-dodecanol, (5E,9E)-Farnesil, ciclopentadecandlido, metil palmitato, acido

linoleico y fitol (Figura 11) (Souza et al., 2016).
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HC OH Mg CH

3
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Figura 11: Metabolitos aislados de P. aculeata.
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2.6.2 Estudios farmacoldgicos de Pereskia aculeata

Actualmente la especie P. aculeata se ha estudiado en materia de la busqueda de agentes con
propiedades cicatrizante, antinociceptivo, antiinflamatorio, antioxidante, antimicrobiano, antifungico,
antitumoral e inmunomodulador (Freitas et al., 2021).

El equipo de Souza reporta actividad antioxidante por el método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
en los extractos a base de éter de petréleo, cloroformo y metanol (Souza et al., 2016). Corroboran la
actividad antimicrobiana de los mismos tres extractos antes mencionados sobre las siguientes cepas:
B. cereus, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, P. expansum, P. citrinum, A. niger, A. versicolor. El extracto
de éter de petroleo inhibi6 el crecimiento de todas las cepas probadas y exhibe una potente actividad
antibacteriana contra E. coli. El extracto a base de cloroformo mostr6 actividad inhibidora contra los
patogenos Gram-positivos, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus. La actividad antimicrobiana tanto
del extracto de cloroformo y éter de petréleo parecen ser dependientes de dosis. En otro estudio los
extractos de hojas de P. aculeata fueron més activos contra bacterias Gram-positivas que contra
bacterias Gram-negativas, aunque el extracto hidroetandlico también exhibié una concentracion
inhibitoria menor contra la Klebsiella pneumoniae en comparacion con la ampicilina (da Silveira
Agostini-Costa, 2020).

La actividad citotoxica de los extractos de P. aculeata se evalud en la linea celular de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y), sin resultar citotdxico, en cambio, las fracciones de hexano, diclorometano y
acetato de etilo de un extracto de P. aculeata mostraron citotoxicidad contra las células MCF-7 y las
células HL60 (Souza et al., 2016).

En paralelo el equipo de Campos pinto reporta que tanto la fraccion hexanica como el extracto crudo
metanolico de hojas de P. aculeata aceleraron la cicatrizacion de heridas por escision en ratones; sin
embargo, solo la fraccion hexacica indujo el aumento del flujo sanguineo y la deposicion de coldgeno
maduro en el sitio de la lesion, lo que reveld que esta fraccion esta dotada de un potencial mas
relevante para ser utilizada en el tratamiento de heridas cutaneas (N. de C. Campos Pinto, Cassini-
Vieira, Souza-Fagundes, et al., 2016), un afio antes el mismo equipo reporta que las hojas de P.
aculeata estan dotadas de constituyentes quimicos con potencial analgésico, cuyos efectos es

probable que ocurran a nivel periférico y central, aunque probablemente no estén relacionados con la
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fraccion hidrometanolica esté involucrada en la actividad antinociceptiva (N. de. C. Campos Pinto, Do
Nascimento Duque, et al., 2015), en el mismo afio el equipo de Campos Pinto realiza un segundo
estudio de la fraccion hexanica de hojas P. aculeata donde mostr6 actividad como antiinflamatorio
topico cronico y agudo frente a diferentes agentes irritantes sin signos clinicos de toxicidad, donde el
posible mecanismo de accion corresponde a la inhibicion de las citocinas IL-6 y TNF-a. Ademas,
sugieren un efecto de tipo glucocorticoide, que es reforzado por la presencia de fitoesteroles como el
taraxerol, taraxasterol y fitol, los cuales también pueden contribuir a la actividad antiinflamatoria (N. D.
C. Campos Pinto, Cunha Machado, et al., 2015).

En 2021 el equipo de Das realizo una compilacion bajo el nombre de “Cactus: Chemical, nutraceutical
composition and potential bio-pharmacological properties” donde se corroboran ciertas actividades
biologicas de interés como la actividad antioxidante de hojas a base de extracto acuoso-etandlico al
inhibir los radicales DPPH, ABTS e OH, ademas de hacer referencia a la utilizacién de harina a base

de hojas de P. aculeata en el tratamiento auxiliar del tréfico intestinal (Das et al., 2021).
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3 JUSTIFICACION

Las enfermedades crénico-degenerativas se han convertido en uno de los principales problemas de
salud publica en los ultimos afios, esto debido al constante incremento en el nimero de nuevos casos,
y de defunciones provocadas por las mismas a nivel mundial, por lo que se ha vuelto prioritaria la
busqueda de moléculas para el tratamiento de estas ya sea de forma preventiva o paliativa. Es aqui
donde los productos naturales juegan un papel importante, debido que muchas especies vegetales
han desarrollado mecanismos de produccion de metabolitos secundarios con capacidad antioxidante,
anti proliferativa y/o antiinflamatoria, ejemplo de estos metabolitos son: minerales como el Selenio,
Cobre, Zinc, Manganeso y Hierro, vitaminas A, C, y E, asi como los betacarotenos y flavonoides, los
cuales se ven relacionados al control de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, evitando o
disminuyendo la aparicion del estrés oxidativo y el rompimiento homeostatico, favoreciendo de esta
manera a la prevencion de enfermedades relacionadas con un proceso inflamatorio cronico y el dafio
a macromoléculas (ADN, ARN, proteinas y lipidos), las que a su vez se ven estrechamente
relacionadas a las ECD.

Por tal motivo, este estudio se ha dirigido a la busqueda de moléculas quimiopreventivas de la especie
vegetal Pereskia aculeata, la cual en estudios previos ha sido reportada con actividad antioxidante,
citotoxica, antiinflamatoria, antimicrobiano y antifingico, en paises sudamericanos donde no solo
destacan su uso quimiopreventivo, sino también su latente implementacion en la industria
farmacéutica como antiinflamatorio, ademas de su implementacion en la industria alimenticia como
estabilizador, gelificante y fuente de proteinas y nutrientes. En México hay pocos estudios de esta
especie dado que es una especie exotica introducida que a se adapta facimente a los climas
templados y es facil ser encontrada en diversos puntos del pais. Este trabajo de investigacion pretende
contribuir a la difusién y conocimiento de la especie, generar un posible interés socioecondémico, dado
que se ha encontrado un efecto antioxidante y antiinflamatorio, ademas de ser una fuente alta en

nutrientes.
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4 HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios presentes en hojas de Pereskia aculeata presentan actividad

antioxidante, antiinflamatoria y citotdxica.

5 OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad antioxidante, antiinflamatoria y citotéxica del extracto metandlico total de las

hojas de la especie Pereskia aculeata.

5.1 Objetivos particulares

o Obtener el extracto metandlico total de las hojas de Pereskia aculeata.

e Determinar la capacidad antioxidante y antirradicalaria por los métodos DPPH, ABTS y CARF
del extracto metandlico total de las hojas de P. aculeata.

e Determinar la actividad citotoxica del extracto total metandlico de P. aculeata en lineas
celulares tumorales humanas MCF-7 (adenocarcinoma de mama), PC-3 (adenocarcinoma
prostatico), HelLa (carcinoma cervicouterino), A-549 (carcinoma de pulmén), mediante el
ensayo de Sulforodamina B (SRB).

e Determinar la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema en oreja de ratén inducido por

TPA del extracto metandlico total de las hojas P. aculeata.
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6 METODOLOGIA

6.1 Recoleccion de materia vegetal y obtencion de droga.

El material vegetal empleado (hojas y tallos) para este trabajo fue recolectado en la comunidad de
Tilzapotla municipio de Puente de Ixtla en el estado de Morelos (18° 87°02" y 18° 38°23” N-99° 17°27”
y 99°19'26” O).

Se recolectaron muestras de la especie a estudiar seleccionando ejemplares representativos (algunos
presentaban frutos inmaduros los cuales posteriormente se descarté su empleo en la obtencion del
extracto).

Una muestra fue depositada en el Herbario (HUMO) del Centro de Investigacion en Biodiversidad y
Conservacion (CIByC) de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM), identificada con

el nimero de Voucher 32972.

6.2 Extraccion en fresco

La extraccion se realizd con la seleccion de las hojas a las cuales se les realizd la siguiente
metodologia:

Se separaron las hojas de los tallos, y seguidamente se pesaron y se obtuvo una cantidad de 1,2 Kg
de material vegetal, el cual se procedié a la molienda empleando una licuadora de marca Oster™ de

tres velocidades.

Posteriormente a la molienda se procedié a la maceracion empleando metanol grado reactivo

empleado 1 L/250 g de material vegetal por 72 h. Realizando este proceso por triplicado.
Después de obtener el macerado se filtrd utilizando papel filtro mediante el empleo de un embudo

Blhner, en matraz Kitazato y vacio.

6.3 Concentracion de extracto

La concentracion del macerado se realizo mediante el empleo de un rotaevaporador (Blchi™ Heathing
Bath B-490). Se hizo un pretratamiento del matraz bola de recuperacion de solvente, haciendo lavados

con porciones de 10mL de metanol.
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Se ajusto el bafio Maria del rotaevaporador a 40°C, y se colocaron porciones de 500mL en el matraz
bola, hasta retirar el exceso de solvente, la cantidad recuperada se colocé en un frasco previamente
avado y pesado, el cual se puso a secar en campana de extraccion, hasta obtencion de peso

constante.

6.4 Ensayo de determinacion de la actividad antioxidante por el método de 1,1-
Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

El ensayo de determinacion de actividad antioxidante se realizd basandose en el método en
microplaca modificada de Lesley, G. Wood, & L. Garg, 2006. El ensayo se realizé mediante el empleo
de microplacas de 96 pozos de 200 uL de capacidad por pozo, en los cuales se afiadieron 175 pl del
radical DPPH (0.025 mg/mL) y 25 uL del extracto total metandlico, este método se realizé por triplicado
empleando como controles un extracto estandarizado de C. sinensis y metanol, una vez obtenidas las
muestras en las microplacas se prosiguio a una lectura previa de absorbancia en un lector de placas
(Perkin — ElImer™ Lamda 40 UV/Vis) a una longitud de onda de 517 nm, repitiendo la lectura después
de 30 minutos una vez culminada la reaccion en ausencia de luz para evitar la descomposicion del
radical DPPH (Huang et al., 2005).

El control C. sinensis y el extracto metandlico fueron evaluados a las siguientes concentraciones: 5000
ug/mL, 2500 pg/mL, 1250 pug/mL, 625 pg/mL, 312.5 pg/mL, 156.25 pug/mL, 78.12 ug/mL vy
39.06 pg/mL.

6.5 Actividad inhibidora del cation radical del acido 2,2’azinobis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS*)

El ensayo de actividad inhibidora del cation radical del ABTS** se realizd basandose en el método
modificado de Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996, en microplacas de 96 pozos, utilizando 20 ulL de
muestra y 230 uL de ABTS**, los ensayos se realizaron por triplicado, utilizando 20 pL de un extracto
estandarizado de C. sinensis como control, de igual manera se realiz6 la reaccién en un lapso de 30
minutos en ausencia de luz y seguidamente se realizo la lectura de las absorbancias a una longitud
de onda de 550 nm en un lector de placas (Perkin — ElImer™ Lamda 40 UV/Vis).

De igual manera se evalud el extracto a las concentraciones de 5000 pug/mL-39.06 ug/mL.

32



6.6 Evaluacion de capacidad reductora del fierro (CARF)

El ensayo de capacidad antioxidante reductora del hierro se realizé en microplacas de 96 pozos,
preparando inicialmente una solucion de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) con cloruro férrico
hexahidratado (FeCls.6H20) (20 mM), en una solucion de 10 mL de buffer de acetato (300 mM) el cual
previamente fue ajustado a pH 3.6 en proporcién 1:1:10 respectivamente.

El ensayo se realizo utilizando 50 uL de muestra 'y 175 uL de la solucién de CARF, de igual manera
utilizando una muestra de extracto estandarizado de C. sinensis como control. Se dejo reaccionar por
6 minutos en ausencia de luz y se leyeron las absorbancias de las muestras a una longitud de onda
de 450nm en un lector de placas Perkin — Elmer Lamda 40 UV/\Vis., realizando por triplicado la

determinacion.

6.7 Calculo de porcentaje de inhibicion

El calculo de porcentaje de inhibicidn de actividad antioxidante se determin6 con respecto al blanco

que producen las muestras de prueba, utilizando la siguiente ecuacion:

o Abs. Control — Abs. Muestra
% de inhibicion = b5 Control (100)

Donde:
Abs. Control = Absorbancia control

Abs. Muestra = Absorbancia de la muestra.

6.8 Concentracion inhibitoria media (Clso)

La determinacion de la concentracién inhibitoria media (Clso), se realizd mediante regresion lineal con
los valores obtenidos del calculo del porcentaje de inhibicidn (variable dependiente) con respecto del

logaritmo de la concentracién del extracto (variable independiente).

6.9 Ensayo de citotoxicidad

La evaluacion de citotoxicidad del extracto metandlico se realizé mediante el ensayo de
Sulforodamina B (Skehan et al., 1990).
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6.9.1 Preparacion de muestras

La solucién stock se realizd pesando 4 mg del extracto metandlico y se diluy6 en 1000 uL de DMSO,
de donde se tomo una alicuota de 20uL de stock y 180uL de agua MQ esteril.

6.9.2 Preparacion de las células

Se desarrollé un crecimiento celular del 60-70% de confluencia, 24 horas previas a realizarse el ensayo
se procedid a un Ultimo cambid del medio.

La preparacion de las células se hizo desechando el medio de cultivo y se lavo con PBS dos veces,
una vez realizados los lavados se adicionaron 0.5mL de tripsina y se incubaron a una temperatura de
37°C por 10 minutos, posteriormente se adicionaron 10mL de medio fresco y se homogenizd la
suspension celular, posteriormente se realizé el conteo en camara de Neubauer. Se adicionaron
190uL de la suspension celular a cada pozo de la microplaca (microplaca de 96 pozos), enseguida se
agregaron 10ulL de la muestra, controles y blanco, se colocé la placa de 96 pozos en incubadora a
37°C durante 72 horas.

6.9.3 Control dia cero

En una microplaca de 96 pozos se colocaron 190uL de suspension celular, las cuales se incubaron a
37°C por un lapso de 30 minutos, transcurrido el tiempo de incubacién se fijaron las células con
Sulforodamina B (SRB).

6.9.4 Fijacion y tincion celular

En la micro placa de 96 pozos se afadieron 100uL por pozo de acido tricloroacético al 30% frio, se
procedié a incubar a 4°C por 30 minutos, se realizé lavado por goteo con agua corriente fria por
triplicado, se dejo secar a temperatura ambiente. Con las placas secas se adicionaron 50uL de SRB
al 1% por pozo y se dejo reaccionar por 30 minutos, terminados los 30 minutos se desecho el colorante
y se lavo con &cido acético al 1% frio (por triplicado) para eliminar el exceso de colorante y se dejo

secar a temperatura ambiente.
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6.9.5 Lectura colorimétrica

La lectura se realizé solubilizando el colorante enlazado con una solucion de TRIS-Base, adicionando
200uL por pozo y se mezcld hasta homogenizacion del color en un agitador de placas. Al finalizar la
homogenizacidn se midié la densidad optica (absorbancia, DO) a una longitud de onda de 490nm en
un lector de micro placas, obtenidos los resultados de las densidades Opticas de realizo tratamiento

de los datos para la determinacion de los valores de Clso (Concentracion Inhibitoria media).

6.10 Edema inducido por TPA 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol

6.10.1 Preparacion de muestras

Para la realizacion del ensayo de edema inducido por TPA se pesaron 15 mg de las muestras a probar
siendo estos el extracto total metanolico y las fracciones acuosas, la fraccién acetato de etilo y la
fraccion hexanica, se utilizd indometacina (Sigma Aldrich) como control positivo las cuales fueron

evaluadas a 0.1mg/oreja como se muestra en la tabla siguiente:

Tabla 5: Preparacion de muestras para ensayo de edema inducido por TPA

Concentracion 0.1 mg/oreja Disolvente
Extracto metanolico Metanol
Fraccion acuosa Metanol
Fraccién acetato de etilo Metanol
Fraccion hexanica Metanol
Indometacina Acetona

Para la ejecucion del ensayo se utilizaron ratones macho (n=4), a los cuales se administr6 el 13-
acetato de 12-tetradecanoilforbol (TPA) 10 uL por oreja dejando por 10 minutos para inducir el edema.
Transcurridos los 10 minutos se administraron 20uL de vehiculo y 20uL del tratamiento, el cual se
dejé en observacion por un lapso de 4 horas.

Una vez transcurridas las 4 horas se sacrificaron los animales por dislocacion cervical y se obtuvieron

fragmentos de orejas de 8 mm por horadacién de las orejas y por diferencia de peso se obtuvo el
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porcentaje de inhibicién. Para determinar el porcentaje de inhibicién de inflamacion se utilizé la

siguiente formula (Winvard y Willoughby, 2003).

(Edema A — Edema B)
Edema A

Proporcion de inhibicion (%) = (100)

Donde:
Edema A es inducido por TPA

Edema B es inducido por TPA + muestra

6.11 Fraccionamiento

Se pesaron 5 g del extracto metanolico total y se mantuvo a peso constante, una vez a peso constante
se disolvié con agua destilada, y se recuperd utilizando el doble de cantidad de hexano.
Para la separacion se utilizd un embudo de separacion utilizando los siguientes sistemas:

e Agual Acetato de etilo

e Agua/ Hexano

Una vez separadas las fases, la fase orgénica fue tratada con hexano para completar la disolucion,
obtenida la cual se lavé con 25 mL de agua repitiendo en 3 ocasiones.

Las fases hexanicas se decantaron y se concentraron en un rotavapor para su posterior secado y
pesado, los 75 mL de agua utilizados en los lavados se reunieron y transfirieron a la fase acuosa

extraida posteriormente con acetato de etilo.

6.12 Cromatografia en capa fina (CCF)

Se utilizé la cromatografia en capa fina como primer paso para la identificacion de los metabolitos.
Se liofilizé la fase acuosa una vez pesada, se solubilizé en metanol frio (porciones de 25 mL en seis
ocasiones) y se realizé una CCF comparando con el extracto total, en los siguientes sistemas de

elucion:
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Tabla 6: Sistemas de elucién utilizados en Cromatografia en capa fina.

Diclorometano (CH.Cl,)

Metanol [CH30H (CH.0)]

100 0

95 5

70 30

20 80

30 70
Diclorometano (CH2Cl,) Hexano (CsH14)
10 90

Para revelar las placas cromatograficas se utilizaron los siguientes reactivos:

Tabla 7: Reveladores usados en la CCF.

Revelador

Uso

Sulfato cérico

Difenil borinato

Reactivo de Tollens
Reactivo de Draguendorff
Cémara de Yodo
Anisaldehido

Cloruro férrico

Indicador Redox, revelador de uso comdn.
Indicador de presencia de flavonoides.
Indicador de presencia de azucares.

Indicador de presencia de alcaloides.

Indicador de presencia de componentes organicos.

Indicador de presencia de glucésidos, esteroides,

fenoles y terpenos.

Presencia de fenoles.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Recoleccion de la especie vegetal y obtencion del extracto:

La recoleccion de las muestras de la especie vegetal se realizd en la comunidad de Tilzapotla en el
estado de Morelos durante el mes de septiembre de 2016 (Figura 12), la cual se identifico en el
Herbario (HUMO) del Centro de Investigaciéon en Biodiversidad y Conservacién (CIByC) de la

Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), identificada con el nimero de voucher 32972.

Figura 12: Espécimen recolectado (fotografia 1zq). Seleccion de los especimenes a recolectar (fotografia Der.)

Mediante el método de maceracidn por 72 horas por triplicado se lograron obtener 26.57 g de extracto
total metandlico a partir de 1,2 Kg de material vegetal, presentando asi un rendimiento del 2.21%
(Tabla 8).

Tabla 8: Extracto total metanélico obtenido de hojas de P. aculeata.

Parte recolectada / Peso Extracto Peso del extracto Rendimiento
Fecha de recolecta (9) organico (9) (%)
Hojas 1200 MeOH (100%) 26.57 2.21
(septiembre 2016)
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Figura 13: Hojas de P. aculeata (foto. arriba Izq.), Molienda en fresco de hojas (foto. arriba al centro), Macerado (foto

arriba der.), Extracto total de hojas previo a concentracion (foto abajo izq.), Concentracion a presion reducida (foto. abajo
der.).

7.2 Cuantificacion de la concentracién inhibitoria media (Clso) de la capacidad
antioxidante por el método de DPPH: 2,2-Difenil-2-picrilhidrazilo)

Se evalud la actividad antioxidante del extracto total metandlico de hojas de Pereskia aculeata
mediante el ensayo de DPPH y se compar6 contra un extracto metandlico de Camellia sinensis (té
verde), del cual cabe aclarar que es un extracto estandarizado a 96% de epigalocatequina
comercializado bajo el nombre de TEAVIGO™ por DSM Nutritional Products, el cual es utilizado como

control positivo debido a su reconocida actividad antioxidante.
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por el método de DPPH (2,2-Difenil-2-picrilhidrazilo), se registro la concentracién inhibitoria media
(Clso) del extracto total metandlico de hojas de Pereskia aculeata y de los controles usados (TROLOX
y C. sinensis) respectivamente. Podemos observar que el extracto total metanélico presenta una Clsp
de 446.79 £ 9.53 ug/mL, mientras que el control positivo el extracto metandlico de Camellia sinensis
presenta una Clsode 47.69 ug/mL + 1.79 ug/mL, lo que nos indica que el extracto total metandlico de
hojas de P. aculeata presenta una actividad antioxidante aproximadamente diez veces menor en
comparacion con el control positivo C. sinensis siendo 9.36 veces mas potente este Ultimo. Esta

diferencia la podemos observar representada graficamente en la figura 15.

Tabla 9: Comparacion de las concentraciones inhibitorias medias de los extractos metandlicos de P. aculeata 'y C. sinensis
utilizando el método de evaluacién del radical DPPH.

DPPH
Extracto Clso (ug/mL) SEM £
C. sinensis 47.69 1.79
P. aculeata 446.79 9.53
TROLOX 56.20 6.73

Concentracion Inhibitoria media por DPPH.
500.00

450.00 1
400.00
350.00
- 300.00
£
2 25000
S 20000
150.00
100.00
0.00
DPPH
C. sinensis 4264 +179
P. aculeata 44681+ 9.53
m TROLOX 562+6.73

Figura 14: Comparacion de las concentraciones inhibitorias medias (Clso) de los extractos metandlicos de P. aculeta y C.

sinensis por método de evaluacion de DPPH (Escala logaritmica base 10).
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Como antecedente cercano del potencial antioxidante del extracto metandlico de P. aculeata, en la
literatura podemos encontrar el trabajo realizado por el grupo de trabajo de Luceia Fatima Souza en
2016 [“Pereskia aculeata Muller (Cactaceae) Leaves: Chemical Composition and Biological Activities”]
quienes reportan una Clsp de su extracto metandlico de 7.09 mg/mL (equivalente a 7090 pg/mL)
(Souza, Caputo, Bergman, et al., 2016). Si comparamos este resultado obtenido por Souza y
colaboradores podemos observar que el extracto metandlico de P. aculeata obtenido en el laboratorio
12 de la Facultad de Farmacia de la UAEM. (Clso 446.79 £ 9.53 pg/mL) resulta ser 15.86 veces mas
potente. Esta diferencia en el potencial antioxidante se puede deber a diversos factores, siendo puntos
criticos, el método de obtencion del extracto y las condiciones ambientales (temperatura y suelo). En

el primer caso, correspondiente al método de obtencién del extracto enuncian lo siguiente:

“Un kilogramo de hojas se secaron al aire y se extrajeron, a temperatura ambiente, con
solventes de polaridad creciente (éter de petroleo, cloroformo y metanol). Finalmente,

cada extracto se evaporo a sequedad a presion reducida.”

En comparacion con el método empleado muestra ligeros cambios, debido a que en nuestro caso al
observar que tanto hojas y tallos sufrian de oxidacion (debido al alto contenido acuoso del material)
se decidio realizar una molienda en fresco con metanol grado reactivo, y su posterior extraccion a
presion reducida, lo cual puede derivar en una mejor conservacion y menor merma de los metabolitos
ademas de un potencial efecto antioxidante mayor.

El segundo factor en el cual se puede indagar resulta ser la temperatura ambiente promedio y la
composicion del suelo y en las regiones donde se recolectaron originalmente cada espécimen, por
ejemplo, en la region de Minas Gerais (Brasil), el clima se califica como tropical de altitud con una
temperatura media anual de 20°C, en cambio el clima general del Estado de Morelos (México) se
califica como calido subhimedo con una temperatura media anual de 21.5°C (INEGI, 2018). A pesar
de que la diferencia de temperatura es de 1.5°C aproximadamente este cambio en la temperatura
puede afectar tanto a la germinacion de la especie y asi como en una mayor 0 menor produccion de
metabolitos secundarios, aunado a esto las diferencias en el tipo de suelo y nutrientes presentes en
los mismos son un factor importante en la produccién de metabolitos secundarios por ejemplo Minas

Gerais (Brasil) presenta un suelo de tipo de oxalico rico en Fe, dxidos e hidroxidos de Al, en cambio
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el Estado de Morelos presenta predominantemente una combinacion de suelos de tipo
yermosol/xerosol, los cuales tiene como caracteristica principales ser ricos en materia organica y en
algunos carbonatos y sulfatos, lo cual si en el caso de hacer una comparativa del contenido en Fe
posiblemente la especie originaria de Minas Gerais contendria un mayor contenido en este elemento
debido a la riqueza del suelo en este sustrato, lo que permitiria a la especie nativa de esta region

presentar un mayor contenido del mismo.

7.3 Capacidad antirradicalaria por método 2’azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico (ABTS*)

Como prueba complementaria al ensayo de “Capacidad antioxidante por DPPH” se realizd la
cuantificacion de la “Capacidad antirradicalaria por método 2’azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico (ABTS*)", la cual se considera complementaria a pesar que ambos ensayos presentan un
fundamento similar, donde podemos observar “la naturaleza” de las muestras donde el ensayo por
ABTS* cuenta con una afinidad para muestras con caracteristicas hidrofilicas-lipofilicas, en este caso
sera mas afin a las moléculas de tipo hidréfilas. El ensayo DPPH de igual manera esta asociado a
estos extractos acuoso-organicos, pero tiende a tener mayor afinidad por moléculas de tipo
polifendlico, como antecedente cercano tenemos el trabajo antes citado de Souza y colaboradores
donde enuncian que:

“...existe una correlacion entre una mayor actividad de captacién de DPPH y el contenido de
compuestos fendlicos totales. Esto concuerda con los informes anteriores que muestran que los
compuestos fendlicos generalmente se correlacionan con las actividades antioxidantes medidas por
el ensayo DPPH. Nuestros resultados sugieren que P. aculeata puede considerarse una fuente de

polifenoles...."(Souza et al., 2016).

Ejemplo de estos polifenoles son el kaempferol, quercetina, catequina, epicatequina y miricetina, los
cuales se pueden encontrar de forma comuln en otras cactaceas del género Pereskia quedando
abiertamente la posibilidad de encontrar estas moléculas, asi como otras con caracteristicas similares
en la composicién quimica de la especie P. aculeata.

Teniendo en cuenta el anterior reporte se procedié a obtener mediante los porcentajes de inhibicién

de este ensayo, las concentraciones inhibitorias medias (Clso) tanto del extracto metandlico de hojas
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en la tabla 10, donde el extracto total metanolico presenta una Clsode 129.54 + 0.81 ug/mL, mientras
que el control positivo (extracto metandlico de Camellia sinensis) presenta una Clsode 5.98 + 0.81
ug/mL, lo que nos indica que el extracto total metandlico de hojas de P. aculeata (Clso 129.54 £ 10.34
ug/mL) presenta una capacidad antirradicalaria baja, en comparacion con C. sinensis (Clso de 5.98
ug/mL), el cual demuestra ser 21.66 veces mas potente que el extracto metandlico de P. aculeta (esta
diferencia se puede observar en la figura 16, lo que nos puede dar un guifio al tipo de moléculas
presentes en el extracto total metandlico, estos resultados nos proporcionan indicios de una mayor
cantidad de moléculas de tipo lipofilicas, lo que podria explicar su remarcado efecto antiinflamatorio,
siendo un mimetismo con las moléculas de tipo esteroidal de las cuales se conocen el taraxerol,
taraxasterol , sitosterol y estigmasterol estas estructuras quimicas son similares a los glucocorticoides
(Dewick, 2009), de hecho, las actividades antiinflamatorias de estos fitoesteroles estan bien descritas
en la literatura reportados por el grupo de trabajo de Nicolas de Castro y colaboradores en 2015 (N.
De. C. Campos Pinto, Cunha Machado, et al., 2015), donde este mismo equipo reporta las propiedades
que poseen tanto el taraxerol como el taraxasterol que incluyen la disminucion en la produccion de
NO, PGE2, NF-kB, TNF-a, IL-6 e IL-1B en forma in vitro ademas se cita el trabajo de Akihisa y
colaboradores de 1996 donde se reporta la actividad antiinflamatoria de los fitoesteroles antes
mencionados en el modelo de edema inducido por TPA en ratones.

Tabla 10: Comparacion de las concentraciones inhibitorias medias de los extractos metandlicos de P. aculeata 'y C.

sinensis utilizando el método de evaluacion ABTS+*.

ABTS*
Extracto Clso (ug/mL) SEM £
C. sinensis 5.98 0.81
P. aculeata 129.54 10.34
TROLOX 0.058 0.005
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Actividad inhibidora del cation ABTS™*

1000.00
100.00 =
£ 1000
=
© 1.00
o
0.10
001 ABTS+/n=3
u C. sinensis 598 +0.81
P. aculeata 129.56 = 10.34
H TROLOX 0.058 =0.005

Figura 15: Comparacion de las concentraciones inhibitorias medias (Clso) de los extractos metanélicos de P. aculeta y C.

10).sinensis por método de evaluacion de ABTS+ (Escala logaritmica base 10).

7.4 Capacidad Reductora de Hierro (CARF)

Para la evaluacion de la capacidad reductora del extracto total metandlico de hojas de P. aculeata se
utilizé el método de CARF mediante la reduccién del ion Fe3* a Fe?*, los resultados se pueden observar
en la tabla 11 en donde se muestran las concentraciones probadas, la actividad reductora se puede
observar en la figura 16 comparativamente contra C. sinensis.

Como en los experimentos anteriores se reporta utilizando como control positivo el extracto
estandarizado de C. sinensis (1038.42 + 1.02 equivalentes uM de FeSQs) el cual es 1.69 veces mas
activo a la concentraciéon maxima probada contra el extracto total metandlico de P. aculeata (611.61
1 0.60 equivalentes uM de FeSQy4), es decir que presenta el doble de capacidad reductora a la méxima
concentracion probada (5000 pug/mL), también este ensayo nos permite saber que el extracto presenta
efecto dependiente de concentracion, lo cual nos indicaria que el extracto presenta una mejor actividad
como reductor, esto posiblemente derivado del alto contenido en Fe en hojas del cual se hace hincapié
en diversas publicaciones donde se enuncia que las hojas de estas cactaceas son importantes fuentes

de proteinas, fibras, minerales (principalmente el calcio y el hierro) y compuestos bioactivos (Ferreira
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de Almeida ef al., 2014), ademés de que el contenido de este mineral presente en la P. aculeata es
cercano a 14.1 mg/100 g de hojas (N. de C. Campos Pinto & Scio, 2014).

Con los resultados obtenidos después del ensayo por medio del método CARF el cual no evalua la
capacidad neutralizadora de radicales libres de la muestra estudiada, sino la capacidad reductora por
transferencia de electrones reduciéndose de ion férrico al estado ferroso, por medio de los agentes
oxidantes, nos indicaria que el extracto mas que tener un efecto antirradicalario, presenta un efecto

reductor.

Tabla 11: Actividad reductora de los extractos metandlicos de P. aculeata y C. sinensis.

Capacidad reductora por CARF

Equivalentes uM de FeSO.
Concentracion pg/mL C.sinensis = SEMx  P.aculeata SEM %

5000.00 1038.42 1.02 611.61 0.60

2500.00 993.12 1.00 685.85 0.65

1225.00 946.30 0.93 684.79 0.67

612.50 907.97 0.88 597.67 0.56

306.25 870.70 0.85 398.58 0.37

153.13 854.94 0.82 247.06 0.22

76.56 665.09 0.67 163.73 0.14

38.28 478.88 0.45 212.82 0.20
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Figura 16: Comparacion de los equivalentes de FeSO4 de los extractos metandlicos de P. aculeata y C. sinensis

utilizando el método de evaluacién por reduccion de CARF.

7.5 Ensayo de Citotoxicidad (Cribado)

Dentro de las moléculas encontradas y reportadas para la especie P. aculeata con actividad
antineoplasicas se encuentran la B-criptoxantina, catequina, fitol, miricetina, petunidina, y quercetina.
Teniendo este antecedente directo y el conocimiento del uso étnico-medicinal en el tratamiento de
cancer se realizd un tamizaje a una sola concentracion (50 ug/mL) para corroborar el potencial
citotoxico del extracto total metandlico de hojas de P. aculeata. Para este fin se utilizaron lineas
celulares representativas de los tipos de carcinomas mas comunes en la poblacion mexicana entre los
que se encuentran los carcinomas cervicouterino, adenocarcinomas de mama, pulmén y prostatico en
la Tabla 12, se presentan los porcentajes de sobrevivencia obtenidos a partir de un cribado donde el
extracto total metandlico fue probado en cuatro lineas tumorales humanas y dos lineas celulares no
tumorales como se ha mencionado anteriormente siendo estas: Hela (carcinoma cervicouterino),
MCF-7 (adenocarcinoma de mama), A-549 (carcinoma de pulmon), PC-3 (adenocarcinoma
prostatico), MCF-10A (epitelio glandular mamario), HEK-293 (células embrionarias de rifion). Como se
puede observar en la Tabla 12 el extracto se destaca la citotoxicidad en las lineas celulares tumorales
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A-549 y PC-3 teniendo un porcentaje de sobrevivencia del 12,24% y 16,78% respectivamente, de igual
manera podemos observar que el extracto no presenta selectividad sobre lineas celulares no
tumorales como es el caso de MCF-10A donde el extracto de P. aculeata presenta un porcentaje de
sobrevivencia del 30,43%, en cuanto a MCF-7 se obtuvo un porcentaje de 76.67%, lo cual se asemeja
a lo reportado dentro de la literatura en el trabajo titulado “Cytotoxic and antioxidant activity of Pereskia
aculeata Miller” donde se reporta un porcentaje de inhibicion entre el 25 y 30% sobre la linea MCF-7
del extracto metanolico bajo las condiciones de 6.25 — 100 ug/mL de concentracién del extracto,
realizado por duplicado, durante 72 horas a 37 °C en 5% de CO> (Nicolas de Castro et al., 2013).

Con los resultados obtenidos y después de haber realizado el analisis de datos mediante tamizaje se
utilizé el criterio de 50% de muertes a 50 ug/mL y se estudiaron en segunda estancia las lineas PC-3
y MCF-7, las cuales fueron probadas bajo concentracion maxima de 20 ug/mL, en el cual no fue
posible determinar la ICso debido a que el extracto no presenté actividad sobre las lineas celulares

probadas.

Tabla 12: Comparacién de Porcentaje de supervivencia Extracto Métanolico P. aculeata.

Linea Celular
HEK293 HeLa MCF-7 MCF-10A A-549 PC-3
Compuesto/extracto Concentracion % Sobrevivencia
[ng/mL]
P. aculeata 50 89.9 100 76.67 30.43 12.24 16.78
EVP (Etoposido) 10 0 0 4822 100 3517  98.34
POD (Podofilotéxina) 10 3.69 0 26.6 100 0 96.67
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7.6 Fraccionamiento Primario

Después de emplear el método de particion y liofilizacion se obtuvieron las siguientes fracciones y los

subsecuentes pesos descritos en la Tabla 13.

Tabla 13: Fracciones y pesos obtenidos.

Fraccion Peso (g) Rendimiento (%)
Acuosa (Liofilizado) 0.6143 12.29
Acetato de Etilo 0.2097 4.19
Fraccion Hexanica 1.2246 24.49

El peso registrado de la fraccion acuosa (liofilizado) se obtuvo de un volumen total de 140mL.

Figura 17: Botellas de fraccion acuosa liofilizado (Der.), cromatograma revelado en camara de yodo, fase mévil 7:3
(Dicloro metano: Metanol), orden de muestras: Extracto metandlico-Fase acuosa-Fase metanélica-Acetato de etilo-

Fraccion hexanica.

7.7 Edema inducido por TPA (13-acetato de 12-tetradecanoilforbol)

La evaluacion del efecto anti edema se realizd mediante el ensayo con 13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol (TPA), debido a que el TPA es un potente agente flogdgeno, la administracidn
topica de TPA provoca un edema agudo con infiltracion leucocitaria, teniendo como referencia el
trabajo realizado por de Castro Campos Pinto, donde utilizé las fracciones hexanicas en un ensayo in

vivo de inflamacion aguda y dermatitis cronica con resultados positivos, se decidié a poner a prueba
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los extractos obtenidos por fraccionamiento primario, ademas de someter a el extracto total metanolico
de igual manera al ensayo.

De esta manera se obtuvieron los porcentajes de inhibicion los cuales se encuentran a manera de
resumen en la tabla 14 y en forma de comparacion en la figura 18, empleando como control positivo

la indometacina un reconocido medicamento antiinflamatorio no esteroideo.

Tabla 14: Resultados obtenidos en porcentaje de inhibicion de las muestras (extracto y fracciones) probadas en modelo
de edema inducido por TPA a 0.1 mg/oreja.

Inhibicién del edema auricular (%)
0.1 mgloreja

Extracto/Fraccion

Extracto total MeOH 87.36 £2.29
Fraccion AcOEt 88.52 + 5.24
Fraccién Hexano NA
Fraccion acuosa NA

INDO 90.20 + 3.42

NA, no activo a las concentraciones probadas, INDO (Indometacina/Control positivo).

Inhibicion del edema auricular [0.1 mg/oreja]
96
94
92
90
88
86
84
82
80
78

% de inhibicion

Extracto total

MeOH Fraccion AcOEt INDO

B Inhibicion del edema

auricular (%) 0.1 mg/oreja  87.36 £2.29 88.52+£524  90.20+3.42

Figura 18: Comparacién de los porcentajes de inhibicion obtenidos por medio de la prueba de Edema inducido en oreja

de ratén por TPA.
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fracciones primarias fueron evaluadas a una concentracion de 0.1 mg/oreja, donde destacan por su
efecto inhibitorio el extracto total MeOH (87.36% £ 2.29) y la Fraccion AcOEt (88.52% + 5.24)
presentan un efecto inhibitorio similar a Indometacina (90.20% =+ 3.42). En cambio, las fracciones
hexano y la acuosa no presentan efecto inhibitorio. Para observar esta semejanza entre los extractos
y el control se realiz6 la prueba de normalidad mediante el criterio de Shapiro-Wilk donde se observa
una distribucién normal (P=0.05). Una vez determinada la normalidad de los datos se realizé el analisis
mediante Prueba T-student para muestras independientes y prueba de Levene de igualdad de
varianzas dando como resultado un Pvaor= 0.802 para FACOEt con una significancia del 40.2% y un
Pvaior= 0.528 para EMeOH con significancia del 34.2%, con respecto del control Indometacina.

Con los resultados obtenidos podemos indagar que en cuanto a efecto inhibitorio tanto la FACOEt
como el EMeOH presentan similitud con el control Indometacina siendo la diferencia no mayor del 5%,
mas en cambio una vez realizada la prueba T-student para muestras independientes se observa que
existe una marcada diferencia que supera el 40% significancia con respecto al control negativo, donde
podemos observar que la FACOEt podria contener moléculas con un potencial antiinflamatorio mayor
con respecto a su contraparte el EMeOH o que se encuentran en mayor concentracion.

Con estos resultados obtenidos se puede insinuar que el posible metabolito o metabolitos
responsables del efecto anti edema se encuentra mayoritariamente en la fraccion AcOEt debido a que
esta fraccion presenta un mayor porcentaje inhibitorio y a su vez es obtenida mediante una extraccion
primaria del extracto total.

Como se menciond anteriormente los efectos antiinflamatorios y analgésicos reportados en la
medicina tradicional de P. aculeata son debido a la presencia de los fitoesteroles y triterpenos
pentaciclicos presentes entre los cuales destacan taraxerol, taraxasterol, estigmasterol y sitosterol, los
cuales han sido reportados dentro de la literatura como responsables de la actividad antiinflamatoria
y como auxiliares en la cicatrizacion (Pinto et al., 2016). Ademas de estas moléculas es posible
encontrar dentro de la especie y miembros del género Pereskia moléculas con actividad
antiinflamatoria como lo son catequina, epicatequina, fitol, miricetina, vitexina y quercetina, por
mencionar algunas.

Dentro de las encontradas y reportadas como antiinflamatorios sobresalen el taraxerol y taraxasterol,

las cuales pueden ser encontradas en multiples variedades de especies vegetales. Aunado a esto se
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la produccion de NO, PGE2, NF-kB, TNF-a, IL-6 e IL-1B in vitro de estos triterpenos pentaciclicos
(taraxerol y taraxasterol). Ademas, afios atras Akihisa y colaboradores (1996) informaron de la
actividad antiinflamatoria de estas moléculas en el modelo de edema de oreja inducido por TPA en
ratones. En el trabajo de Pinto y colaboradores (2015) titulado “Pereskia aculeata Miller leaves present
in vivo topical anti-inflammatory activity in models of acute and chronic dermatitis” menciona que

‘el mecanismo de accion esté relacionado, al menos en parte, con la inhibicion de las citoquinas IL-6
y TNF-a... donde los resultados farmacologicos sugirieron fuertemente un efecto similar al
glucocorticoide, que se vio reforzado por la presencia de cantidades significativas de fitoesteroles.

Taraxerol, taraxasterol y fitol que también pueden contribuir a la actividad” (Pinto et al., 2015).
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8 CONCLUSIONES

Una vez analizados los resultados obtenidos podemos concluir que el extracto total metandlico de

hojas de P. aculeata

En cuanto a actividad antioxidante probada mediante los métodos de DPPH se obtuvo una
Clso = 446.79 £ 9.53 pg/mL, en el ensayo con ABTS+ present6 una Clso de 129.54 + 0.81
ug/mL, lo cual sugirié una escasa o nula actividad antioxidante, en contraste presenta una
capacidad antirradicalaria notoria debido posiblemente al alto contenido en polifenoles. En
cuanto a CARF se determin6 una capacidad reductora de 611.61 + 0.60 equivalentes uM de
FeSO4, a la méxima concentracion probada presentandose como un buen reductor
dependiente de concentracion.

Como antiinflamatorio una vez sometido a prueba de edema inducido por TPA en ojera de
raton la fraccion AcOEt presenta un mayor efecto inhibitorio (88.52% + 5.24), seguido del
extracto total MeOH (87.36% % 2.29), con un efecto similar a Indometacina (90.20% + 3.42),
el cual no presenta diferencias significativas una vez analizado mediante estadistica,
indicando una posible localizacion de metabolitos activos de mediana polaridad dentro de la
fraccion AcOEt y MeOH.

Como antiproliferativo el extracto no cumple con el criterio de wuna
Clso <20 pg/mL, con lo cual no presenta esta actividad biologica sobre las lineas celulares

probadas.

9 PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto total metanolico de hojas de P. aculeata Mill.
Aislar y caracterizar los metabolitos activos con capacidad antiinflamatoria presentes en el
extracto total metanolico de hojas de P. aculeata Mill.

Evaluar el efecto antiinflamatorio en un modelo de inflamacion crénica.

Formular una forma farmacéutica como antiinflamatorio topico.
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11 ANEXOS:

11.1Preparacion de las muestras y soluciones

11.1.1 Muestra de Extracto

Muestra de extracto: Se pesaron 25mg de extracto crudo (previamente secado), se diluy6é en metanol
y se aford a SmL en un matraz volumétrico para obtener una concentracion inicial de 25mg/5mL (5000
ug/mL), de esta solucion se realizaron las diluciones 1:2 para obtener las concentraciones de

2500ug/mL, 1250ug/mL, 625ug/mL, 312.5ug/mL, 156.25ug/mL, 78.12ug/mL y 39.06ug/mL.

11.1.2 Solucion DPPH

Se pesaron 0.246 g de DPPH para obtener una concentracion final de 25mgl/L.

11.1.3 Solucion ABTS

Se hizo reaccionar ABTS 7mM y persulfato de potasio 140uM, durante 16 horas en ausencia de luz,
una vez transcurridas las 16 horas de la reaccién se diluyo la solucidn hasta obtener una absorbancia
inicial de 0.7 £ (0.02) a 732nm.

11.1.4 Solucién [Fe (Ill)(TPTZ)2]3+

Se pesaron 0.054g de FeCls 6H.0, se aforaron en matraz volumétrico de 10mL utilizando agua
destilada, una vez obtenida esta solucion se reservé hasta su utilizacion, posteriormente se pesaron

0.01569 de TPTZ los cuales se diluyeron y aforaron con 5mL de HCI 40mM.

La solucion final de [Fe (Il)(TPTZ)2]3* se preparé utilizando las siguientes proporciones 1:2:3 (FeCl3
6H20:(TPTZ) 2:3 BAS, respectivamente.
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11.1.5 Buffer acetato sodio (BAS)

Se pesaron 0.2735 g CH3COONa, el cual se diluyé y aforé con 20mL de agua, posteriormente se
tomaron 1.6mL de acido Acético glacial y se aforo en matraz volumétrico de 20mL con agua destilada,
como ultimo se combinaron las soluciones de CH3COONa y acido acético glacial y se aforo en matraz

de 100mL con agua destilada, ajustandose el pH a 3.6.

11.1.6 Inactivacion de Suero Fetal Bovino (SFB)

Inicialmente se inactivo el Suero Fetal Bovino (SFB), esta accion se realizd descongelando el suero
por medio de bafio Maria a una temperatura de 37°C, posteriormente se calent6é a 60°C (Bafio Maria)

durante 30 minutos y finalmente se dejo6 enfriar.

11.1.7 Preparacion de PBS

Se pesaron 8g de Cloruro de sodio (NaCl), 0.2g de Cloruro de potasio (KCl), 1.15g de Fosfato de sodio
dibasico (Na;HPO4) y 0.2g de Fosfato diacido de potasio, se aforé con agua MQ a 1L, y se esterilizé
durante 15 minutos a 121°C, se dejé enfriar y se almacen¢ a temperatura ambiente hasta su posterior

uso.

11.1.8 Preparacion de Medio RPMI-1640

La preparacién del Medio RPMI-1640, se realiz6 disolviendo 5.2g de medio RPMI-1640 en 41.95ml de
agua grado HPLC* (estéril) o en Agua MQ* (estéril). Una vez disuelto se le adicion6: 50mL de SFB,
500uL de antibidtico Penicilina/Estreptomicina, 25mL de solucién de bicarbonato de sodio (NaHCO3),

12.5mL de solucion amortiguadora de pH (HEPES), finalmente se agregaron 377.5mL de agua estéril.

11.1.9 Sulforodamina B (SRB)*
Se disolvieron 2 g de SRB en 500mL de CH3COOH (&cido acético) al 1%.

11.1.10 Preparacion de TRIS-Base*
Se disolvieron 1.2114g de TRIS en 1L de agua destilada.
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11.2 Prueba T Student para muestras independientes

11.2.1 INDO-AcOEt

Estadisticas de grupo

Muestras N Media Delsv.. . Desv. Error promedio
Desviacién
% de inhibicion IN 3 90.2 5.91817 3.41686
° AcOEt 3 88.5233 9.07143 5.23739

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de

igualdad de varianzas prueba t para la igualdad de medias
95% de
intervalo de
Diferencia  confianza
Sig. Diferencia  de error dela
F Sig. t gl (bilateral)  de medias  estandar  diferencia
Inferior Superior
% de inhibicion  Se asumen 0.878 0.402 0.268 4 0.802 1.67667 6.25341 -15.68559  19.03893
varianzas iguales
No se asumen 0.268 3.441 0.804 1.67667 6.25341 -16.85563  20.20896

varianzas iguales
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11.2.2 INDO-MeOH

Estadisticas de grupo

Desv.
Muestras N Media Desviacion Desv. Error promedio
% de inhibicion INDO 3 90.2000 5.91817 3.41686
MeOH 3 87.3633 3.97082 2.29256

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de
igualdad de varianzas

prueba t para la igualdad de medias

95% de
intervalo de
Diferencia  confianza
Sig. Diferencia  de error dela
F Sig. t gl (bilateral)  de medias  estadndar  diferencia
Inferior Superior
% de inhibicion Se asumen 1.159 0.342 0.689 4 0.528 2.83667 411469  -8.58756  14.26089
varianzas iguales
No se asumen 0.689 3.497 0.534 2.83667 411469  -9.26528  14.93862

varianzas iguales
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