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. RESUMEN.

El género Gnaphalium pertenece a la familia Asteraceae la cual comprende una gran
diversidad de especies de plantas en todo el mundo; este género comunmente
conocido como “Gordolobo” ha obtenido gran valor dentro de la medicina tradicional
mexicana debido a sus propiedades medicinales que han servido para tratar
enfermedades respiratorias, infecciosas y cancerigenas. Analisis fitoquimicos previos,
revelan que las plantas del género Gnaphalium presentan metabolitos secundarios
presentes en hojas, flores y tallos, entre ellos destaca el flavonoide 5-hidroxi-3,7-
dimetoxiflavona, el cual ha sido reportado como un compuesto que posee efecto anti
cancerigeno en células de adenocarcinoma de mama (linea MCF-7), no obstante, su
estructura quimica le confiere la capacidad para ejercer actividad antioxidante, lo cual
se le atribuye un efecto beneficioso en la prevencién y tratamiento de diversas

enfermedades, entre ellas el cancer.

El presente estudio evalud in vitro el contenido de metabolitos secundarios
como fenoles totales, taninos y saponinas, asi mismo, se determiné la actividad
antioxidante y el efecto citotoxico de los extractos de hoja y flor de Gnaphalium
viscosum (Kunth) en disolventes de diferente polaridad, acetato de etilo (AcOEt),
metanol (MeOH) vy hexano, los extractos fueron expuestos a diferentes
concentraciones sobre las lineas celulares SiHa (Cancer cervicouterino) y Mda

(Cancer de mama).

A partir de dichos extractos, se realizo la evaluacion de la actividad antioxidante
por métodos espectrofotométricos, mediante la técnica de radicales libres DPPHe. y
ABTSe+, utilizando Trolox como estandar. Asi mismo, se realizaron técnicas
espectrofotométricas y colorimétricas para determinar la presencia de saponinas,
taninos y fenoles totales en la planta G. viscosum (Kunth); dichos compuestos se

cuantificaron utilizando curvas de calibracién correspondientes.

Se realizaron estudios para la evaluaciéon de la actividad citotéxica de los
extractos de hoja y flor, se evalué por medio del ensayo de reduccién de MTT
empleando las lineas celulares malignas humanas Mda y SiHa; se determiné la
viabilidad celular por medio de la curva dosis-respuesta (concentracion del extractos
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vs viabilidad celular), por ultimo se determiné la dosis inhibitoria 50 (Dlso) de cada

extracto.

En los resultados de actividad antioxidante, el extracto con mayor inhibicion en
el radical ABTSe+ lo obtuvo el extracto metandlico de hoja y flor, mostrando 92.89%
(30.740 mg TEAC/g) de atrapamiento; por otra parte, la mayor capacidad antioxidante
en la prueba DPPH-« lo obtuvo el extracto metandlico de flor presentando un 85.53%
(24.236 mg TEAC/g) de atrapamiento de dicho radical.

En lo que refiere al estudio de fenoles totales, se encontré mayor presencia de
estos compuestos en el extracto metandlico de flor con 101.227 + 2.104 mg EAG/g.
En el estudio de saponinas, el extracto que presentd actividad hemolitica fue el
extracto metandlico de flor, mostrando 170.940 + 0 UH/mg. En la prueba de taninos,
se obtuvo al extracto hexanico de flor con mayor contenido, mostrando 165.754 mg
eq cat/g. En las pruebas de citotoxicidad, se encontré que 6 de los 12 extractos
empleados tuvieron efecto citotoxico sobre las lineas SiHa y Mda. El extracto
metanodlico de hoja de Gnaphalium viscosum (Kunth) mostr6 mayor actividad
citotdxica sobre la linea celular Mda, presentando una Dlsode 238.5 ug/mL; asi mismo,
el extracto hexanico de hoja fue el que presenté mayor actividad citotdxica sobre la

linea celular SiHa, mostrando una Dlso de 346 ug/mL.

Los resultados obtenidos evidenciaron informacién valiosa sobre el contenido
y caracteristicas fitoquimicas de la planta Gnaphalium viscosum (Kunth), asi mismo,
este estudio muestra que los extractos de hoja y flor de dicha planta poseen actividad
antioxidante y citotdxica. Este trabajo contribuye ampliar el conocimiento de la
herbolaria medicinal, siendo el primer reporte fitoquimico y citotdéxico de la especie
Gnaphalium viscosum (Kunth), por lo que contribuye a enriquecer el conocimiento

fitoterapéutico de las especies de plantas mexicanas.

Palabras clave: Gordolobo, metabolitos secundarios, cancer, dosis inhibitoria,

viabilidad celular, radicales libres, antioxidante, citotoxicidad.
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Il. INTRODUCCION.

La medicina tradicional se basa en el conocimiento ambiental local, es adaptativa a
los contextos espacio-temporales y sus poseedores son principalmente los pueblos
originarios. Esta practica tiene mayor antiguedad que cualquier otra terapia; el
consumo sistematico de plantas con atributos medicinales se remonta probablemente
a 2 millones de afios en Africa (Chifa, 2010). La medicina herbolaria juega un papel
importante como elemento curativo empleandose para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, dérmicas, del sistema nervioso central,
cardiovasculares, diabetes cancer, entre otras, (Noriega-Cisneros et al. 2012); todos
estos usos muestran un panorama del potencial medicinal que poseen las plantas, por
lo que no solo representa que se tengan diversas fuentes para el desarrollo de nuevos
farmacos, si no, también contribuye a tener una nueva alternativa terapéutica

medicinal local.

La organizacién Mundial de la Salud (OMS), estima que el 80% de los
habitantes de paises en desarrollo, depende de la medicina tradicional, principalmente
de las plantas, para atender sus necesidades de salud (Ocegueda et al. 2005),
ademas, en todo el mundo existe un interés creciente en las plantas medicinales, lo
cual refleja el hecho en que paises desarrollados, la poblacion usuaria de productos
herbolarios es de alrededor del 60% (WHO, 2002) se estima que anualmente en todo
el mundo se facturan 60 000 millones de ddélares en medicinas de patente elaboradas
con plantas medicinales (Ocegueda et al. 2005). La OMS apoya el uso de la medicina
tradicional y alternativa cuando esta demostrado el beneficio y la existencia de minimo
riesgo para el paciente, el uso a través del tiempo demostré la inocuidad y la eficacia

de la medicina tradicional. (Berdonces, 1995).

El crecimiento exponencial de la poblacion y el incremento de la contaminacién
en todo el mundo, da como resultado el resurgimiento de enfermedades como la
malaria y la tuberculosis, asi como, la creciente incidencia del cancer, por ello, es
necesario y urgente intensificar la busqueda de nuevas sustancias para el tratamiento
de estos problemas de salud, particularmente en plantas (Paiva et al. 2003); gracias

a la medicina tradicional y a la suma total de conocimientos, técnicas y procedimientos
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basados en las teorias, las creencias y las experiencias indigenas de diferentes
culturas sean o no explicables, utilizados para el mantenimiento de la salud, se puede
prevenir, diagnosticar y mejorar el tratamiento para tratar enfermedades fisicas y
mentales (Berdonces, 1995). Esta es una estrategia bien fundamentada, ya que se ha
demostrado que la posibilidad de detectar bioactividad en plantas, es mayor si para
los bioensayos se seleccionan remedios herbolarios tradicionales, en cuyo caso
muestran actividad del 20 al 60 % de los extractos probados; en contraste, si la
seleccion de especies a probar es al azar, solo el 5% de los extractos son activos
(Bermudez y Velazquez, 2002). El valor que tienen las plantas de uso medicinal pone
en evidencia al menos 119 medicamentos importantes como la vinblastina y la
vincristina (Cragg et al. 1997), estos alcaloides fueron los primeros agentes clinicos,
ambos compuestos fueron aislados de Catharanthus roseus, la cual es usada por
varias culturas para el tratamiento de la diabetes (Cragg y Newman, 2003), sin
embargo, estos compuestos en combinacion con otros farmacos quimioterapéuticos
sirven para el tratamiento de diferentes tipos de cancer incluyendo leucemias,
linfomas, cancer de testiculo, cancer de mama, pulmoén y el sarcoma de Kaposi (Cragg
y Newman, 2005)

Se calcula que aproximadamente el 25% de los medicamentos alopaticos
contienen por lo menos una sustancia de origen vegetal (Duke, 1990) estos resultados
reflejan la importancia que tienen los recursos vegetales, pero su potencial es mayor
si se considera que la mayoria de las especies que componen la flora mundial no se
ha investigado, sélo se ha estudiado, quimica o farmacolégicamente una pequena
fraccion de la flora que va del 5 al 15% (Duke, 1990; Soejarto et al. 2005); se calcula
que en el mundo se han usado con fines medicinales entre 37 000 y 70 000 especies
de plantas (Farnsworth y Soejarto, 1991; Huerta, 1997), considerandose que en
México alrededor de 4 000 especies de plantas con flores (aproximadamente 15% de
la flora total) tienen atributos medicinales, es decir, que mas o menos una de cada
siete especies posee alguna propiedad curativa (Ocegueda et al, 2005). En el Estado
de Hidalgo, a la fecha ha sido documentado el uso medicinal de 461 especies
vegetales, que representan el 75% de la flora util y el 11.5% de la flora estatal
(Fuentes-Cervantes et al. 2013); estos datos nos dan un amplio panorama de la
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riqueza floristica que se tiene, no obstante, estos resultados se ven reflejados gracias
al gran conocimiento empirico que poseen las comunidades indigenas sobre las
propiedades medicinales que poseen las plantas. Cabe destacar que la efectividad
farmacolégica que poseen las plantas se debe principalmente al contenido de
compuestos bioactivos, fitoquimicos o quimiopreventores, estos son moléculas que
tienen una actividad bioldgica, que se traduce en beneficios para la salud (Narayama
et al. 2001; Paladino y Zuritz, 2011) los cuales ejercen sus efectos una vez que ha
sido ingeridos o aplicados en infusiones, cataplasmas y otras preparaciones (Gutiérrez
et al. 2013); estos compuestos se encuentran entre las plantas, frutas y vegetales, y
estan agrupados en tres grupos principales: Compuestos fendlicos (Taninos,
fitoestrogenos y cumarinas); compuestos nitrogenados (alcaloides, glicosidos
cianogenéticos, glucosinolatos, aminoacidos toxicos, lectinas e inhibidores de
proteasas); terpenos (lactonas sesquiterpénicas, glicdsidos cardiacos, saponinas);
algunos compuestos como los fenoles, son antioxidantes que atrapan radicales libres,
estos ultimos generan enfermedades cronicas como el cancer (Narayama et al. 2001;
Paladino y Zuritz, 2011), los taninos también forman parte de los fenoles y pueden ser
condensados e hidrolizables (Isaza, 2007), algunos esteroides bloquean la accién del
estrégeno en la promocion de cancer de seno; también se encuentran las saponinas,
que tienen tres propiedades distintivas que son: sabor amargo, potentes surfactantes

y producen hemodlisis sobre los eritrocitos (Carretero,200).

Entre los compuestos secundarios o moléculas con mayor obtencion y uso
terapéutico, destacan los flavonoides ya que poseen una amplia gama de actividades
farmacoldgicas y bioldgicas; tanto los estudios in vitro como in vivo, han demostrado
que los flavonoides poseen no solo propiedades cardioprotectores (Perez-Vizcaino, et
al. 2009), anti-inflamatorios (Garcia-Lafuente et al. 2009), anti-microbianos (Cushnie
et al. 2005), sino también, tiene propiedades de anti-mutagénicos y anti-tumorigenos
(Le Marchand, 2002). Los flavonoides potenciales como agentes antitumorales se
basan en mecanismos que incluyen la induccion de la apoptosis, la detencion del ciclo
celular y la modulacién de las actividades de la proteina quinasa (Lépez, 2002;
Kandaswami et al. 2005; Kale et al. 2008) en las células cancerosas. Se han

identificado 4 000 flavonoides hasta ahora y entre estos, muchos son conocidos por
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tener actividades antitumorales (Thomas et al. 2012). Actualmente, se dispone de
muchos farmacos quimioterapéuticos, que inducen la apoptosis en las células
neoplasicas (Hickman, 1992; Zhang, 2002); sin embargo, la poca tolerancia y efectos
adversos de estos farmacos, hacen que haya la necesidad de seguir buscando nuevas
opciones para el tratamiento del cancer (Couffignal et al. 2000); esta evidencia nos
muestra el efecto que tienen los derivados de las plantas para reducir efectos

colaterales (Desai et al. 2008).

Cabe destacar que los compuestos mencionados pueden encontrarse en toda
la planta o sélo en algunas de sus estructuras (Ocegueda et al. 2005); los
procedimientos para su obtencion es a partir del fraccionamiento secuencial de los
extractos y comunmente consisten en la extraccion del material seco de la planta
empleando solventes de diferente polaridad como: acetato de etilo (AcOELt), metanol
(MeOH), hexano, éter, etanol, cloroformo, entre otros, y la posterior evaporacion de
estos para obtener un extracto, una vez obtenido se da paso a la realizacion de

bioensayos.

2.1. Cancer: Bases moleculares y celulares.

Se puede definir al cancer como un trastorno celular que se caracteriza por un
acumulo progresivo de células, que es consecuencia de una proliferacion celular
excesiva que no se compensa con una pérdida celular adecuada, y las células acaban
invadiendo y dafiando los tejidos del organismo (Maldonado et al. 2008); el cancer se
desarrolla a partir de la acumulacién y seleccion sucesiva de alteraciones genéticas y
epigenéticas, que permiten a las células sobrevivir, replicarse y evadir mecanismos
reguladores de apoptosis, proliferacion y del ciclo celular (Willingham et al. 2004).
Muchos tipos de cancer se relacionan con la produccién anormal de enzimas,
proteinas y hormonas, moléculas que se conocen como marcadores tumorales.
Existen unos 200 tipos de células en el organismo, y si bien en un principio cualquiera
puede originar un tumor, el 90% de los tumores son generados por células epiteliales,
denominandose carcinomas. Los otros tipos mayoritarios de cancer son lo sarcomas,

derivados de células del tejido conectivo o muscular, las leucemias, linfomas y
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mielomas, originados por células de la sangre, y los neuroblastos y glicomas, que

derivan de células del sistema nervioso (Mufioz, 2004).

El proceso por el cual las células normales se transforman en cancerosas se
denomina Carcinogénesis. La comprension de este proceso se logré principalmente
por el desarrollo de técnicas de estudio genético; mediante estas, se establecid que
la transformacién progresiva de células normales a derivados altamente malignos se
originaba en alteraciones en el material genético (mutaciones) (Hanahan y Weinberg,
2000; Mitrus et al. 2012). Estas mutaciones le confieren a una célula la capacidad de
dividirse a una tasa mayor y generar una descendencia que conserva esta mutacion
(clones) (Mitrus et al. 2012). El rol de las alteraciones genéticas en la carcinogénesis
fue puesto de manifiesto al descubrir en el genoma humano, genes homdlogos a
genes retrovirales relacionados previamente con el desarrollo de tumores. En células
humanas normales estos genes se denominaron Protooncogenes y se relacionan
con el crecimiento y proliferacion de las células normales. Cuando se encuentran
mutados se denominan Oncogenes y su mutacion es de tipo dominante, es decir,
solo es necesario que uno de los alelos sufra una mutacion para que la proteina que
codifica, gane funcionalidad. Esto generalmente se traduce en aumento de sobrevida
y proliferacion (Weitzel et al. 2011). Sin embargo, estos no son los unicos genes que
explican el desarrollo tumoral. Los Genes Supresores de tumores, controlan la

proliferacion, reparacion celular y apoptosis (muerte celular) (Weitzel et al. 2011).

Cuando comienza a formarse una neoplasia, la mayor parte de sus células
estaran proliferando, es decir, que su crecimiento sera casi exponencial, a medida que
aumenta su tamafo se va encontrando trabas, como problemas de vascularizacion o
de aporte de nutrientes, que condiciona su crecimiento, este proceso se le conoce
como metastasis (Figura 1), de ésta forma migran a otras zonas y proliferan de nuevo,
en este punto también es importante comentar el concepto de heterogeneidad
tumoral (Figura 2), ya que los tumores monoclonales en su origen llegan a estar
formados por multiples subpoblaciones celulares que difieren en sus propiedades
genéticas, bioquimicas, inmunolégicas y biolégicas (como el cariotipo, la antigenidad,

la inmunogenidad, la capacidad de proliferacién, la angiogénesis, la composicion de
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la membrana celular, la expresion de receptores, la capacidad para invadir y

metastatizar (Mufioz, 2004; Kumar et al. 2008).

Figura 1. Fases de la aparicion del cancer, mostrando la adquisicion
de invasividad y capacidad metastasica.

Fuente: Mufnoz, 2004.

Figura 2. Progresion tumoral y generacion de heterogeneidad.
Fuente: Kumar et al. 2008.
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2.1.2. Caracteristicas de las células cancerigenas.

Hanahan y Weinberg (2000), tras un exhaustivo analisis de la literatura publicada,

describieron 6 caracteristicas que son compartidas por las células tumorales:

Independencia de sehales de crecimiento
Insensibilidad a estimulos que inhiben el crecimiento.
Invasividad y metastasis.

Evasion de apoptosis.

Potencial ilimitado de replicacion.

o 0k wh =

Angiogénesis sostenida.

Estas caracteristicas son adquiridas en los diversos tipos celulares por distintos
mecanismos y eventos durante el proceso carcinogénico. En el afo 2011, estos
autores describieron dos nuevas caracteristicas: reprogramacion del metabolismo
energético y evasion de la destruccion inmune, lo que concluye en ocho caracteristicas
intrinsecas de las células tumorales (Figura 3). Su desarrollo se ve favorecido por la

inestabilidad gendmica y la inflamacion las fomenta (Hanahan y Weinberg, 2000).

Figura 3. Caracteristicas del cancer.
Fuente: Modificado por Hanahan y Weinberg, 2011.
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Las mutaciones de los genes responsables de la carcinogénesis pueden ser
heredadas o ser adquiridas, generalmente producto de la exposicién a sustancias del
ambiente (carcinogenos) (Mitrus et al. 2012; Weitzel et al. 2011), los agentes que
causan cancer pueden clasificarse en tres grupos: radiaciones, compuestos quimicos

y virus (Partanen et al. 2009).

2.1.3 Virus DNA.

Los virus oncogénicos de ADN asociados con neoplasias en humanos comprenden
un diverso grupo con diferente estructura y organizacion del genoma, y estrategias de
replicacion, un ejemplo es el virus del papiloma humano (McLaughlin y Munger, 2008);
estos virus son evolutivamente diferentes y tienen gran similitud en las funciones
celulares que afectan la transformacién, como: proliferacion, diferenciacion y

sefalizacion celular, senescencia y apoptosis (Boccardo y Villa, 2007).

El virus del papiloma humano contiene doble cadena circular de ADN,
pertenece a la familia papilomaviridae, (Figura 4) y se asocia con casi 100% de los
casos de cancer cervicouterino y otros tumores de la region ano genital, sin embargo,
todos los virus del papiloma humano tienen estructura y organizacion genética similar;
se componen de una molécula de ADN circular de doble hebra de 8,000 pares de
bases y una capside icosaédrica compuesta de 72 capsomeros producidos de dos
proteinas estructurales, y no tienen envoltura nuclear (Benuto Aguilar y Berumen
Campos, 2009)

El genoma del papilomavirus humano tiene tres regiones diferenciadas (Alvarez
et al. 2012):

a) Region larga de control (LCR), no contiene genes, contiene el punto de origen de

replicacion del ADN y elementos de control de la transcripcién (Figura 4).

b) Region E (precoz), tiene capacidad de transformacion y codifica proteinas que

regula la transcripcion y la replicacion (Figura 4).

c) Region L (tardio) no tiene capacidad de transformacion y codifica proteinas de la
capside del virus. Este virus se asocia a carcinomas epidermoides del aparato genital,
sobre todo a los canceres de cuello uterino (Figura 4).
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Figura 4. Genoma del virus del papiloma humano. Dividido
en 3 regiones: Genes tempranos (E), genes tardios (L),
region larga de control (LCR).

Fuente: Alvarez et al. 2012.

3.1. Cancer de cérvix.

El cancer de cuello uterino o cancer cervical se origina en las células que revisten el
cuello uterino, la parte inferior del utero (matriz). Los dos tipos principales de células
que cubren el cuello del utero son las células escamosas (Exocérvix) y las células
glandulares (Endocérvix) (Figura 5). Estos dos tipos de células se encuentran en un
lugar llamado zona de transformacion. La mayoria de los canceres de cuello uterino
se originan en las células de la zona de transformacion. Estas células no se tornan en
cancer repentinamente, sino que las células normales del cuello uterino primero se
transforman gradualmente con cambios precancerosos, los cuales se convierten en

cancer (Vicuia et al. 2009).
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Figura 5. Tipos principales de células que cubren el cuello del utero son las
células escamosas (exoceérvix) y las células glandulares (endocérvix).

Fuente: IARC, 2008.

3.1.2. Tipos de virus del papiloma humano.

Actualmente se conocen mas de 100 tipos de virus papiloma humanos (HPV),
mostrando cada tipo un tropismo particular por sitios anatdomicos especificos, siendo
comunes las infecciones de piel y de mucosas del tracto oral, respiratorio y ano genital
(Mufoz et al. 2003). La International Agency for Research on Cancer (IARC) de la
OMS los clasifica como "carcinogénicos" (tipos 16 y 18), "probablemente
carcinogénicos" (tipos 31 y 33), y "posiblemente carcinogénicos" (otros excepto 6 y
11) (IARC, 1995). Se ha notificado que las mujeres con citologia normal pero con
carga viral alta del tipo 16, corren un riesgo elevado de desarrollar neoplasias malignas
intracervicales (NIC), sobre todo si la carga viral alta persiste a través del tiempo (Sun
et al. 2002; Van Duin et al. 2002). La literatura menciona que la carga viral también
predice la presencia de Cancer de cérvix invasor (Lorincz et al. 2002).

3.1.3. Factores de riesgo del cancer cervicouterino.

La evidencia que se tiene sobre la adquisicion del virus del papiloma humano ha sido
basta, sin embargo, esta evidencia no ha sido suficiente para el desarrollo del cancer

cervicouterino; la gran mayoria de las mujeres infectadas por algun tipo de VPH
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oncdgeno nunca presenta cancer cervicouterino; esto sugiere que otros factores
adicionales que actuan conjuntamente con el VPH influyen en el riesgo de aparicion
de la enfermedad (Walboomers et al. 1999). Cofactores como la paridad (Brinton et
al. 1989; Thomas et al. 2001), el uso de anticonceptivos orales (Moreno et al. 2002),
el tabaquismo (Hildesheim et al. 2001; Szarewski et al. 1998), la inmunosupresion
particularmente la relacionada con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la
infeccion por otras enfermedades de transmisién sexual y la desnutricion se han
asociado, en grado variable, con la aparicion de cancer invasivo del cuello uterino
(Smith et al. 2002). Sin embargo, su funcién especifica en la aparicién del cancer
cervicouterino es poco clara aun. La edad de comienzo de las relaciones sexuales, el
numero de companeros sexuales que se han tenido, los antecedentes de infecciones
de transmision sexual y otras caracteristicas de la actividad sexual se vinculan con la
probabilidad de contraer el VPH. Se considera que una baja condicion
socioecondmica es un factor de riesgo de numerosos problemas de salud, incluido el
cancer cervicouterino; en particular en entornos de bajos recursos (Silva y Beral,
1997). Algunos investigadores han postulado que las practicas higiénicas deficientes
o las malas condiciones higiénicas pueden aumentar el riesgo de infeccién por el VPH
o de cancer cervicouterino, no existen pruebas uniformes que sustenten esta
aseveracion (Murthy y Matthew, 2000; Franceschi et al. 2003).

4.1. Cancer de mama.

El cancer de mama es el crecimiento celular anormal originado en el epitelio de los
conductos, o bien, en las células productoras de leche (Ortega, 2013). Algunos
autores plantean que gran parte de los tumores de mama comienzan siendo una
alteracion de las células llamada hiperplasia tipica que es una lesion benigna, luego,
si se dan las condiciones podran transformarse en una hiperplasia atipica que todavia
es benigna, y de ahi evolucionar a un carcinoma in situ o invasor, estas dos ultimas

son malignas (Soto, 2006) .
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4.1.2. Tipos de cancer de mama.

El cancer presenta diferentes tipos segun el tipo de modificaciones que adquiera el
tejido mamario. De acuerdo a la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) existen dos tipos principales de cancer de mama: el carcinoma ductal (el mas
frecuente) el cual comienza en los ductos que llevan leche desde la mama hasta el
pezon y el carcinoma lobulillar que comienza en los lobulillos que producen la leche

materna (Guzman-Santos et al. 2012).

4.1.3. Factores de riesgo del cancer de mama.

Se conocen bien varios factores de riesgo del cancer de mama, sin embargo, en la
mayoria de las mujeres afectadas no es posible identificar factores de riesgo
especificos. Los factores reproductivos asociados a una exposicion prolongada a
estrégenos enddégenos, como una menarquia precoz, una menopausia tardia y una
edad madura cuando el primer parto figura entre los factores de riesgo mas
importantes del cancer de mama. Las hormonas exdgenas también conllevan un
mayor riesgo de cancer de mama, por lo que las usuarias de anticonceptivos orales y
de tratamientos de sustitucion hormonal tienen mas riesgo que las mujeres que no
usan esos productos (Boyle y Levin, 2008; Lacey et al. 2009).

Autores como, Danaei et al. (2005), han calculado la contribucion de diversos
factores de riesgo modificables, exceptuando los reproductivos, a la carga global de
cancer de mama. Los autores concluyen que el 21% de todas las muertes por cancer
de mama registradas en el mundo son atribuibles al consumo de alcohol, el sobrepeso
y la obesidad, y la falta de actividad fisica. Esa proporcion fue mayor en los paises de
ingresos altos (27%), y el factor mas importante fue el sobrepeso y la obesidad. En
los paises de ingresos bajos y medios, la proporcion de canceres de mama atribuibles
a esos factores de riesgo fue del 18%, y la falta de actividad fisica fue el factor
determinante mas importante (10%). La diferente incidencia del cancer de mama en
los paises desarrollados y los paises en desarrollo puede explicarse en parte por los
efectos de la alimentacién, unidos a la mayor edad del primer embarazo, el menor

numero de partos y el acortamiento de la lactancia (Peto, 2001).
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5.1. Epidemiologia del cancer.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la primera causa
de mortalidad a nivel mundial; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y
8,2 millones de muertes relacionadas con el cancer (Ferlay et al. 2015). Los
canceres causados por infecciones viricas, tales como las infecciones por virus de
las hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por papilomavirus humanos (PVH), son
responsables de hasta un 20% de las muertes por cancer en los paises de ingresos
bajos y medios (Plummer et al. 2016). Se prevé que el numero de defunciones
anuales mundiales por cancer seguira aumentando y llegara a unos 12 millones en
el 2031. En México a partir del afio 2006, el cancer de mama desplaza al cancer
cervicouterino para ubicarse como la primera causa de muerte por cancer en la
mujer. Anualmente se estima una ocurrencia de 20,444 casos en mujeres, con una

incidencia de 35.4 casos por 100,000 mujeres (Dorame-Lépez et al. 2017)

6.1. Medicina alopatica y tradicional.

La cirugia, las radiaciones y la quimioterapia es lo que se usa en la medicina alopatica
para tratar a pacientes con cancer (Stehman et al. 2003). En el caso de la
quimioterapia, ésta es empleada como tratamiento principal cuando el tumor se
encuentra en las etapas I, lll y/o IV (Garcia et al. 2016); esta estrategia consiste en
administrar un farmaco que tenga la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y/o
provocar la muerte celular; actualmente, el principio de accién de la mayoria de estos
compuestos se basa en el mayor potencial replicativo de la célula cancerosa en
comparacion con el de la células sanas, por lo que estos compuestos también
ocasionan la muerte de las células no cancerosas que crecen y se dividen
rapidamente como lo son las de la sangre, el dafio a las células sanas causa efectos
secundarios que pueden ser muy graves, incluso algunas veces mas severos que la
misma enfermedad (Cragg et al. 2009); una parte de la investigacioén en el desarrollo
de estos farmacos, en época reciente, se enfoca a encontrar medicamentos que sean
especificos para las células tumorales, con lo cual se espera incrementar la eficacia

del tratamiento y reducir los efectos secundarios (Loraine y Mendoza-Espinoza, 2010).
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En este contexto, algunos blancos terapéuticos propuestos actualmente son:
los inhibidores de la angiogénesis y de la metastasis (Loraine et al. 2010). Por otra
parte, al explorar el conocimiento tradicional sobre el uso de las plantas en el
tratamiento del cancer desde el enfoque de la etnobotanica, se debe de tener
precaucion, porque a diferencia de otras enfermedades bien identificadas, como la
malaria y la diabetes, el cancer no es una entidad clinica bien definida: se habla de
abscesos, callos, crecimientos, verrugas, entre otros (Cragg et al. 1996; Neves et al.
2009). Considerando lo anterior, Groce y Reeve (1996) proponen que se requiere ser
sensibles a la diferencias y mantener respeto con este criterio, asi el estudio de las
plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de lo que la medicina tradicional
considera como cancer, se convierte en una guia para la deteccion de antineoplasicos
de origen vegetal. Autores, como Hostettman y Marston (1991) estan de acuerdo con
este enfoque consideran que las posibilidades de encontrar moléculas bioactivas

aumenta el interés de estudiar las plantas usadas en la medicina tradicional.

El desarrollo de la quimica permitio el aislamiento de algunos de los elementos
activos de las plantas y, en la mayoria de los casos, se pudo reproducir la actividad
de los extractos crudos con la dosis equivalente del principio activo aislado (Henkel et
al. 1999; Sheng-Ji, 2001) luego, se logré sintetizar estos principios activos o moléculas
bioactivas estructuralmente relacionadas. Entre 1950 y 1970, se introdujeron en el
mercado farmacéutico de Estados Unidos cerca de 100 nuevos farmacos
antineoplasicos derivados de plantas, incluyendo a deserpidina, rescinamina,
reserpina, vinblastina y vincristina; de 1971 a 1990, aparecieron en el mercado
mundial etopédsidos, tenipdside y glicésidos; en 1991 a 1995, se introdujeron
paciltaxel, topotecan, irinotecan, y de 1996 a 2007 aparecieron, entre derivados y
nuevos, 50 farmacos antineoplasicos (Cragg et al. 1997; Newman et al. 2003). La
revolucion de la biotecnologia ha traido consigo descubrimientos en nuevas drogas,
esto derivo a que se dejaran a un lado los estudios de extractos de las plantas asi
como, sus compuesto bioactivos, sin embargo, en épocas recientes, ha resurgido el
interés por la medicina herbolaria y el desarrollo de farmacos a partir de especies
vegetales como se observa en los estudios reportados recientemente.
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Un estudio interesante es el trabajo descrito por el grupo de Pérez et al. (2010),
donde llevaron a cabo estudios escalonados en pacientes con cancer de seno en fase
metastasico, para la dosificacion de extractos de Scutellaria barbata, siendo un
ejemplo claro de la sistematizacién cientifica que debe realizarse a los tratamientos
de origen herbolario; otro claro ejemplo del impacto de la herbolaria en la terapéutica
es el estudio realizado por Lee et al. (2009) donde emple6 extracto estandarizado de
Rhus verniciflua como terapia complementaria en el tratamiento del cancer colorectal
metastasico y reportan efectos positivos en la supervivencia general de los pacientes

tratados, sin mostrar efectos secundarios.

Cabe destacar que durante los anos cincuenta empezaron los descubrimientos
de farmacos antineoplasicos a partir de productos naturales, los cuales se obtuvieron
de manera indirecta debido a que eran para otras aplicaciones. El estudio de la
vincapervinca de Madagascar, Catharanthus roseus, planta que era usada en muchas
culturas para el tratamiento de la diabetes, con el fin de encontrar productos naturales
antihiperglucemiantes, se descubridé que los alcaloides de la vinca, vincristina,
vinblastina y sus derivados semisintéticos tenian efectos anticancerigenos (Malikov y
Yunusov, 1977; Johnson, 1968). Los primeros agentes antineoplasicos extraidos
como constituyentes puros y utilizados en la clinica fueron los alcaloides de la vinca,
antes mencionados. En la Tabla 1 se muestran algunos de los agentes citotoxicos
mas comunes empleados actualmente en la clinica, su fuente de aislamiento y
mecanismo de accion (Newman et al. 2007; Newman, 2008). El descubrimiento del
paclitaxel es quiza el ejemplo mas citado de la investigacion de recursos medicinales
que concretaron en la comercializacion y prescripcion de un producto natural para el
tratamiento del cancer, este compuesto fue aislado de la corteza del tejo (Taxus
brevifolia) (Wani et al. 1971).

Tanto la herbolaria como la medicina alopatica son practicas terapéuticas que
coexisten en grandes nucleos de poblacién, y su aplicacién oportuna y equilibrada
puede ayudar a curar un grupo de enfermedades frecuentes; sin embargo, ambas

alternativas terapéuticas poseen desventajas y ventajas en su uso (Tabla 2).
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Tabla 1. Antineoplasicos de origen natural utilizados actualmente en la clinica.

Antineoplasicos

Mecanismo de accion

Fuente natural

Alcaloides de la

vinca
* Tipo A
Vinblastina
Vincristina
Vindesina
*Tipo B
Vinorrelbina
Taxanos
Paclitaxel

Docetaxel

Epipodofilotoxinas
Tenopésido

Etopdsido

Camptotecinas
Camptotecina
Topotecan

rinotecan

Son especificos del ciclo

celular, bloquean las
células que se

encuentran en mitosis.

Se ligan a la subunidad 3
de la tubulina,
bloqueando las células
que se encuentran en
mitosis.

Se ligan a la tubulina,
pero ejercen su accion
citotdxica a través de
inhibicion de la
topoisomerasa Il.
Inhiben la funcién de las

topoisomerasas | y Il.

Vincapervinca de Madagascar

(Catharanthus roseus)

Corteza del tejo (Taxus

brevifolia)

Raiz de mandragora
(Podophyllum peltatum)

Arbol chino (Camptoteca
acuminata)

Fuente: Newman et al. 2007; Newman, 2008.
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Tabla 2. Herbolaria vs Medicina alopatica.

La administraciéon
cuidadosa de la mayoria de las
plantas no ocasiona efectos
colaterales o secundarios.

Atiende al enfermo como un todo y no
a la enfermedad.

Costo minimo, accesible a la mayor
parte de la poblacion.

Se basa en tradiciones orales

Se combina con frecuencia con
rituales magico-religiosos.

Se puede utilizar para la atencién
primaria de la salud a bajo costo.

oportuna 'y

La administracion es segura, ya que
esta dosificada, pero con frecuencia
provoca efectos secundarios,

Atiende a la enfermedad.

No siempre es accesible.

Esta fundamentada cientificamente.
Respeta creencias.

Se incorpora a la atencidon primaria a
mayores costos.

Fuente: Huerta, 1997.

7.1. Plantas: Definiciéon de planta medicinal y sus usos en medicina tradicional.
Como bien se sabe, las plantas han estado presentes desde la antigliedad, siendo los
pilares mas importantes para el origen y evolucion de diversas especies entre ellas, el
Homo sapiens. La relacibn hombre-planta ha sido de suma importancia hasta la
actualidad y ha permitido obtener los beneficios y multiples usos que estas les brinda
tales como: alimenticio, comestibles, maderables, venenos, colorantes, celulosa
insecticidas, ornamentales, aceites, siendo el uso medicinal el mas sobresaliente
(Hartmann, 2007). La gama de plantas medicinales deriva de solo una fraccion de la
diversidad total, lo cual sugiere que no todas las plantas tienen presentes compuestos
que les otorgan sus propiedades medicinales, por ello se debe de tener claramente
definido el termino de planta medicinal, de acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos o cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos (Loraine et
al. 2010).
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El conocimiento de los pueblos indigenas ha sido primordial para la utilizacién
de las plantas medicinales, el cual, se ha trasmitido de generacion en generacion; lo
que les ha permitido curar muchas enfermedades tales como: Afecciones en la piel,
caida de cabello, caspa, fuegos, sarna, dolor de dientes y de cabeza; para
enfermedades culturales como aire, espanto y mal de ojo, padecimientos del sistema
circulatorio como anemia, circulacidén y presion arterial; del sistema digestivo como
bilis, calculos biliares y colicos, del sistema endocrino como la diabetes, del sistema
nervioso como epilepsia e insomnio, del sistema productor como trastornos en la
matriz, para la fertilidad y para ayudar al parto; del sistema respiratorio como catarro,
dolor de garganta, tos, dolor de pecho y dolor de "‘pulmon y del sisme urinario como
calculos renales y dolor de rifiones. Traumatismos como golpes, heridas y torceduras
y otros padecimientos como el algodoncillo, baba, calentura, cansancio, gangrena,
herida internas y hernias. También se utilizan para tratar el cancer (Aguilar et al. 1996;
Argueta, 1994).

7.1.2. Plantas utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento del

cancer y el uso del género Gnaphalium.

La gran riqueza floristica de México ha llevado el interés de buscar
anticancerigenos naturales en diferentes especies vegetales, con la finalidad de
proporcionar y ampliar informacion sobre las alternativas terapéuticas para tratamiento
del cancer. En Brasil, Mans et al. (2000) estudiaron 500 especies de la flora local y
reportaron los efectos citotéxicos de sus extractos. En Colombia Betancur- Galviz et
al. (2002) reportaron que en ese pais se emplean diez especies del género Euphorbia
para tratar cancer y encontraron que seis de éstas presentan citotoxicidad en células
HelLa y otras lineas tumorales. Waitzel-Bucay et al. (2003) estudiaron a una de las
hierbas del cancer de la herbolaria mexicana, Cuphea aequipetala Cav. (Lythraceae)
y ensayaron sus extractos en cultivos celulares, encontraron citotoxicidad ligera en
células de cérvix y nula en carcinoma nasofaringeo y de colon. Por su parte, Lépez,
(2001) y Lépez et al. (2002) seleccionaron cinco especies de plantas medicinales en
el estado de Hidalgo como anticancerigenos, comprobaron que el extracto etandlico
de Cupressus lusitanica Klotzsch (Cupressaceae) muestra efectos citotoxicos en
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varias lineas celulares tumorales y demostraron que el efecto es por apoptosis, el

proceso activo de muerte celular regulado genéticamente.

Las plantas del género Gnaphalium son conocidas por su uso para tratar tos,
son llamadas comunmente “gordolobo”; sin embargo, sus aplicaciones han llamado la

atencion para estudios mutagénicos (Déciga-Campos et al. 2007).

Diferentes especies del género Gnaphalium han mostrado diferentes
propiedades bioldgicas. La especie G. viscosum (Kunth) muestra actividad contra
bacterias gram-positivas Streptococcus pneumoneae y Streptococcus pyogenes.
(Caceres et al, 1991). La distribucion de este género es mundial. G. stoechas se
encuentra en Alemania, Francia, Italia y Espafia, se utiliza como agente adelgazante,
0 como agentes que sirven para la determinacion de tumores y protuberancias. En la
medicina homeopatica, se emplea como una tintura junto con G. polycephalum en
ciatica, lumbago y algunas formas de artritis; otra especie del mismo género, G.
uliginosum se ha empleado como astringente de garganta para disminuir la
inflamacion en forma de amigdalitis supurativa, aunado a este género, G.
polycephalum, se utiliza como astringente, beneficio para las ulceraciones de la
garganta y contra crecimiento anormal de tejido, las infusiones tibias son usadas para
producir diaforesis, en amigdalitis supurativa, complicaciones pulmonares y leucorrea.
Puede ser usado como una aplicacion local como destructor de contusiones, tumores,
dolencias y se administra como infusion en enfermedades de los intestinos y
hemorragias. El jugo fresco tiene reputacion de antivenéreo y antiafrodisiaco, la
infusién fria se usa como vermifugo y las flores secas son usadas como sedantes

contra la tuberculosis (Montiel-Ortega, 1999).

Una especie endémica de México es G. oxiphyllum Dc. Esta especie de
gordolobo es utilizada en varias regiones del centro y norte del pais como en el Distrito
Federal, Morelos, Tlaxcala, Sonora y Estado de México para tratar enfermedades
respiratorias como tos, gripa, asma, bronquitis, infecciones en la garganta y problemas
pectorales. Uno de los principales usos homeopaticos es a través de mezclas
(Jarabes) con diferentes plantas medicinales; el jarabe azteca incluye la especie G.
chartaceum que se emplea como un tonico el cual incluye las siguientes especies:

cuatecomate (Crescencia alata), gordolobo (G. chartaceum), ocote (Pinus sp.) copal
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(Vateria indica), cana fistula (Cassia fistula), poleo (Mentha polegium), flor del sauco
(Sambucus nigra), flor de anacahuite (Cordia moreslosana), grangel, (Grangea
maderspatana), estafiate (Artemisia laciniata), quina amarilla (Chinchona flava), flor
empanadita. Este tonico se utiliza como: expectorante, antibiotico natural, ténico,
antihelmintico y antimicrobiano. Este género también es utilizado por grupos indigenas
de la amazona peruana y entre estas esta G. spicatum que demostré solo la inhibicién
parcial contra Staphylococcus aureus. (Montiel-Ortega, 1999). Para la cura del cancer,
se recomienda en las regiones andinas de América del Sur, la bebida caliente obtenido

por decoccidon de G. purpureum L. y G. elegans (Garcia-Barriga, 1974).

8.1. Aspectos generales de Gnaphalium viscosum (Kunth).

Clasificacion taxondmica de Gnaphalium viscosum (Kunth).

Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Supervisién: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Gnaphalium

Especie: Gnaphalium viscosum (Kunth)

Nombre comun: Gordolobo
Fuente: Vibrans, 2009.
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A. Distribucién Geografica
Se ha reportado en Baja California Sur, Durango, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala y

Veracruz (Villasefnor y Espinosa, 1998).

B. Identificacion y descripcion.
Descripcién botanica
Basada en Cronquist, 1980; Hitchcock et al. 1969; Nash y Williams, 1976; Rzedowski
y Rzedowski, 2001.

Existen numerosas especies de Gnaphalium muy parecidas, ésta se distingue

de la mayoria de ellas por ser algo viscosa o0 pegajosa. Es una hierba anual o bianual;
su tamano es de 20 a 80 cm de alto. Su tallo es simple o medianamente ramificado
por lo general densamente hojoso, erecto, con pelos glandulares, largos y erectos y
ademas hacia el apice con pelos largos, finos y entrecruzados. Tiene abezuelas
reunidas en grupos globosos. La cabezuela es en realidad una inflorescencia formada
por pequeias flores sésiles dispuestas sobre un receptaculo plano o convexo. Sus
hojas son alternas, estrechamente sagitadas; sus inflorescencias con cabezuelas
reunidas en grupos globosos; los frutos y las semillas son secas e indehiscentes,

contiene solo una semilla (Figura 6).

Uso medicinal.

El gordolobo es sefalado para el tratamiento de diversas afecciones respiratorias,
efectivo para disminuir la inflamacién de garganta y tratar las posibles infecciones que
se presenten, en amigdalitis, laringitis, bronquitis y procesos gripales, principalmente
se le prescribe contra la tos.También se ocupa para problemas de la piel como granos,
verrugas y heridas; asi como, antidiarreico y trastornos del aparato digestivo

como disenteria, dolor de estbmago, ulceras y afecciones del higado (Cebrian, 2012).
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8.2. Composicidén y principios activos.

Se ha aislado varios componentes de este género de planta, demostrandose la
presencia de flavonoides y terpenos como sus constituyentes principales (Campos-
Bedolla et al. 2005).

Figura 6. Estructura morfologica de la
planta Gnaphalium viscosum (Kunth).

Fuente: Vibrans, 2009

Algunos ejemplos de estos componentes quimicos son: 4,2,4’-trihidroxi-6’-
metoxichalcona-4’-glucésido,5,7-dihidroxi-3,6,8-trimetoxiflavona,sitosterol,
estigmasterol,5,8-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona,5,8-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona,
gnaphaliin y calycopterina (Meragelman et al. 2003; Guerreiro et al. 1982); en la
especie G. stramineum se aisl6 , identificod y caracterizd B-sitoesterol y estigmaterol;
estos son metabolitos secundarios de amplia distribucion dentro del reino vegetal y su
presencia no determina el uso de estas plantas como medicinales en el territorio
hidalguense (Montiel-Ortega,1999), sin embargo, para la especie Gnaphalium
viscosum (Kunth) se reportan aislados, identificados y caracterizados los siguientes
componentes: Sitoesterol, estigmasterol, 5-hidroxi-3,7 dimetoxiflavona, acido (-)-kaur-
16-en-190ico,13-epi-sclareol y 13-epi-ciclosclareol, acido (-)ent 3 B-hidroxi kaur-16-
en-19-oico (Montiel- Ortega,1999); la importancia del aislamiento e identificacién de
5-hidroxi-3,7 dimetoxiflavona, en la planta G.viscosum (Kunth), es debido a que
presenta actividad anti-invasiva en células cancerigenas (Parmar et al. 1997); cabe
destacar que es la primera vez que se aisla dicho compuesto dentro del género

Gnaphalium. Se sabe que una sola planta medicinal puede contener de ocho a 10

33



principios activos, lo que indica la complejidad y riqueza bioquimica que existe en la
naturaleza. Estos compuestos quimicos se extraen por diferentes procedimientos.
Para que una planta conserve sus propiedades medicinales se deben respetar ciertas
reglas de recoleccion, desecacion, almacenamiento, para que finalmente se obtengan
infusiones o extractos, (Ocegueda et al. 2005); los cuales posteriormente se someten

a bioensayos y a su evaluacion citotoxica de la planta que se pretende estudiar.

9.1. Importancia de la evaluacién citotoxica.

La evaluacion de la citotoxicidad constituye un parametro basico en la evaluacion de
las muestras. Los cultivos celulares, en crecimiento exponencial, son compuestos al
medio que contiene los compuestos de prueba. Los controles comprenden al diluyente
so6lo y al efecto de los compuestos, que son evaluados mediante pruebas de viabilidad.
Los métodos que permiten dicha evaluacién deben ser considerados segun el tipo de
muerte celular producida, dado que esta puede tener lugar por distintas vias, que
implican claras diferencias en la respuesta celular (CYTED, 2002). Investigaciones
realizadas en diversas partes del mundo aplican diversas técnicas de evaluacion
citotoxica, han permitido evaluar en base a su uso tradicional, el efecto antitumoral de
algunas plantas, sobre diferentes tipos de tumores, en estudios in vitro (Alonso y
Desmachelier, 2015).

La evaluacién de la actividad citotoxica de productos derivados de las plantas
medicinales, se ha convertido en un método de uso muy frecuente en los ultimos afios,
la evaluacién y desarrollo de un fitofarmaco o un nuevo medicamento forma parte de
un largo y laborioso proceso en la investigacion. En los experimentos de citotoxicidad
se incuban células de una linea celular especifica, a una serie de diluciones de la
preparacion de interés, para tener valores reproducibles de cada producto evaluado.
El uso de sustancias quimicas, requiere de estudios cientificos que demuestren el

escaso o nulo potencial toxico de las mismas (CYTED, 2006).

La investigacion etnobotanica y etnofarmacolégica de las especies vegetales,
para su posible utilizacion fitoterapéutica, exige un adecuado protocolo de trabajo,

incluyendo toda la escala de pruebas, que van desde la correcta seleccion de la planta
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hasta la realizacion de una exhaustiva gama de ensayos, que permitan la utilizacién

de la planta como medicamento, con garantia de eficacia y seguridad (CYTED, 2006).

Asi que autores como Zani et al (1995), Hostettman (1999) y Alves et al.(2000)
consideraron que es necesario desarrollar programas de evaluacion bioldgica de las
plantas para descubrir compuestos activos y que uno de los problemas es contar con
bioensayos suficientemente sensibles para detectar sustancias activas presentes en
los extractos en concentraciones muy bajas, en ocasiones en el orden de partes por
millén (ppm), al mismo tiempo, los bioensayos deben probar un gran numero de
muestras con las réplicas necesarias para evaluar estadisticamente, también el
bioensayo debe ser general, amplio para incluir diversos mecanismos de accidn
conocidos o no, a nivel celular, fisiologico, bioquimico y molecular. Al evaluar a los
extractos que hayan resultado inactivos, los que reduce las posibilidades de la
busqueda; se continua con los extractos activos, los cuales son separados por
cromatografia. Las sustancias puras activas obtenidas en el bioensayo son candidatos

para probarse en sistemas mas costosos como los cultivos celulares.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

3.1. Descripcion del problema: Estadistica del Cancer cervicouterino (CaCu) y

mama a nivel mundial, México y en el Estado de Hidalgo.

El CaCU es el segundo cancer mas frecuente de distribucién mundial que se presenta
en la poblacién femenina, con una estimacién de 530,232 casos nuevos, de los cuales
aproximadamente el 86 % (453,531 casos) se presenta en los paises en desarrollo
(Hernandez et al. 2015). De acuerdo con estimaciones de la OMS en 2008, la tasa
estandarizada a nivel mundial es de 15.2 por 100 mil mujeres, solo por debajo del
cancer de mama (38.9 por 100 mil mujeres) (Ferlay, 2010). Las tasas de mortalidad
son tres veces mayores en Ameérica Latina y el Caribe, que en Estados Unidos vy
Canada (Gonzalez-Robledo et al. 2010)

En México se estima anualmente la ocurrencia de cancer cervicouterino es de
13,960 casos, con una incidencia de 23.3 casos por 100,000. En el grupo especifico
de mujeres de 25 afios y mas, en el afo 2015, se registraron 3,994 defunciones en
mujeres con una tasa cruda de 11.5 defunciones por 100,000 mujeres. Las entidades
con mayor mortalidad por cancer de cuello uterino son: Colima (17.7), Chiapas (17.6)
Guerrero (15.6), Veracruz (15.4) y Oaxaca (15.2) (de Accion Especifico, 2014).

En el estado de Hidalgo, con la estratificacion por cancer cervicouterino se
identifica que el 33.3% de los municipios presentan un riesgo alto; 34 municipios
(40.5%) se clasifican en riesgo medio y los 22 restantes con bajo riesgo. No obstante,
en la reciente Encuesta Nacional de Medio Camino 2010, realizada por el Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP) y segun los datos reportados por la propia
poblacion, se encontré que la entidad de Hidalgo se encuentra entre los mejores
niveles de deteccidén y con una de las tasas de mortalidad por cancer cervicouterino
menores dentro del pais. La realidad en el interior estatal es dispar, existiendo
municipios con elevadas tasas ya que hay municipios con defunciones por cancer del

cuello del utero en mujeres de 25 afios y mas (Gordillo et al. 2010) (Tabla 3).

En el ambito mundial, el cancer de mama es la segunda neoplasia mas
frecuente en la poblacién y la mas frecuente entre las mujeres (de Accién Especifico,
2014). Datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2016) senalan que cada
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afo se detectan 1.38 millones de casos nuevos y ocurren 458 mil muertes por esta

enfermedad.

Tabla 3. Municipios con el mayor numero defunciones por cancer del
cuello del utero en mujeres de 25 anos y mas.

Fuente: Subdireccion de Epidemiologia. Secretaria del Estado de
Hidalgo, 2010.

Segun datos de la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS), en el
continente americano, la tendencia es similar, es decir, el cancer de mama es el mas
comun entre las mujeres (29% respecto del total de casos de cancer) y es la segunda
causa de muerte por tumores malignos para este grupo de poblacién; para el afio
2030, la OPS estima mas de 596,000 casos nuevos y mas de 142,100 muertes en la

region, principalmente en la zona de América Latina y el Caribe (OPS, 2014ay 2014b).

En México a partir del afio 2006 anualmente se estimé una ocurrencia de
20,444 casos en mujeres, con una incidencia de 35.4 casos por 100,000 mujeres. En
el afno 2015 se registraron 6,252 defunciones en mujeres con una tasa cruda de 18
defunciones por 100,000 mujeres. En el Estado de Hidalgo es una de las entidades
con menor incidencia de muertes de mujeres a causa del cancer de mama, registrando
una tasa de mortalidad de 13.8 mujeres; el estado de Hidalgo se encuentra
significativamente por debajo de esta cifra, ocupando el sexto lugar entre las menores
tasas (Gordillo et al. 2010).
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IV. HIPOTESIS.

Los extractos de metanol, acetato de etilo y hexano obtenidos de las hojas y flores de
Gnaphalium viscosum (Kunth), presentan metabolitos secundarios capaces de tener

actividad fitoquimica y citotdxica en las lineas celulares malignas Mda y SiHa.

V. JUSTIFICACION.

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo el cancer
de mama y de cérvix los mas frecuentes entre las mujeres; los tratamientos alopaticos
utilizados para tratar estos tipos de cancer son radiaciones, quimioterapias, farmacos
o cirugias; estos tratamientos suelen ser costosos, provocando gastos elevados para
los pacientes y tienden a causar efectos secundarios sobre el cuerpo, afectado
diferentes érganos, sin embargo, los metabolitos secundarios presentes en las plantas
han sido una alternativa terapéutica natural para el tratamiento del cancer; es por ello,
que resulta necesario intensificar la busqueda de plantas que contengan compuestos
fitoterapeuticos con actividad anticarcinogénica, como es el caso de la planta

Gnaphalium viscosum (Kunth).
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VI. OBJETIVOS.

6.1. Objetivo general.

6.2.

Evaluar el contenido de metabolitos secundarios y el efecto citotéxico de los
extractos organicos de Gnaphalium viscosum (Kunth) en las lineas celulares

cancerigenas humanas.

Objetivos especificos.

+ Evaluar la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales de los
extractos de metanol, acetato de etilo y hexano obtenido de las hojas y
flores de Gnaphalium viscosum (Kunth).

+ Determinar la concentracién Saponinas y taninos de los extractos de
hojas y flores de Gnaphalium viscosum (Kunth).

+ Evaluar el efecto citotdxico de los extractos metanol, acetato de etilo y
hexano obtenidos de las hojas y flores de Gnaphalium viscosum (Kunth)
sobre la lineas celulares malignas humanas de cérvix (SiHa) y mama
(Mda).

+ Determinar la dosis inhibitoria media (Dlso) de los extractos de G.
viscosum (Kunth) sobre las dos lineas celulares malignas humanas.

+ Establecer el extracto que presenta mayor actividad anti-carcinogénica

en las dos lineas celulares.
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VII. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Material vegetal.

7.1.2 Colecta, identificacidon y conservacion.

» Colecta. La planta Gnaphalium viscosum (Kunth) empleada en el disefio
experimental fue colectada por Karla Anahi Hernandez Gémez; se tomaron
unicamente las partes aéreas (hoja y flor) de la planta, los ejemplares fueron
colectados en su tiempo de floracion y se eligieron especimenes en buen
estado y en etapa adulta; posteriormente se tom6 una muestra de los
ejemplares, la cual fue secada y prensada en periddico para llevarla a su
correspondiente identificacion.

La realizacidon de la colecta se llevé acabo en el rancho El Guajolote
situado en el municipio de Epazoyucan en el Estado de Hidalgo durante los
meses julio y agosto del afio 2014. El municipio de Epazoyucan ubica entre los
paralelos 19° 57’ y 20° 08’ de latitud norte; los meridianos 98° 34’ y 98° 44’ de
longitud oeste; altitud entre 2 300 y 3 100 m; en esta localidad prevalece un
clima Semiseco templado (81.0%), templado subhumedo con lluvias en verano,
de menor humedad (10.0%) y semifrio subhumedo con lluvias en verano, de
mayor humedad (9.0%) con un rango de temperatura de 10 — 16°C y de
precipitacion 400-900 mm; el uso del suelo se ocupa para la Agricultura (69.5%)
y zona urbana (1.53%), el tipo de vegetacion con la que cuenta este municipio
es Bosque (13.38%), matorral (10.5%) y pastizal (5.0%) ademas también
existen algunos matorrales, maguey, cimarron, algunas yucas, palma y nopal
(INEGI, 2009).

» ldentificacion. La identificacion fue llevada a cabo por el profesor en ciencias
Manuel Gonzalez Ledesma, quien identificd al ejemplar con la clave dicotémica
de Rzedowski y Rzedowski, (2005) en el herbario del Centro de Investigaciones
Biologicas de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.
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7.1.2

Conservacion.

Las muestras se colocaron y se extendieron sobre papel absorbente para
eliminar la humedad y evitar el crecimiento de microorganismos; se dejaron
secar los ejemplares sin iluminacion solar, durante 20 dias a una temperatura
ambiente (20°C - 25°C). Posteriormente se separaron cada una de las partes
de la planta (hoja y flor), una vez secas por completo se trituraron en un molino
eléctrico; para su conservacion se emplearon bolsas de plastico etiquetadas y

selladas herméticamente para evitar la humedad, hasta su uso.

Obtencién del extracto.

Se tomaron 500 g de cada parte de la planta (hoja y flor), posteriormente cada
parte se sometié a extracciones sucesivas con diferentes disolventes (hexano,
acetato de etilo y metanol) en orden de polaridad ascendente durante una
semana en constante agitacion a temperatura ambiente, después de este
periodo, el extracto fue filtrado en papel filtro Whatman No. 2 y concentrado en
rotavaporador (BUCHI Water Bath B-480) hasta eliminar el solvente. Para
determinar el rendimiento de los extractos, se peso el residuo obtenido después
de concentrar la muestra (Tabla 6). Los extractos obtenidos se almacenaron en

frascos y se llevaron a refrigeracion hasta su utilizacion.

7.1.4. Bioensayo de actividad citotoxica.

7.1.4.1. Obtencion de las lineas celulares.

Las lineas de células malignas SiHa y Mda (Tabla 5), fueron proporcionadas por el Dr.

Alejandro Garcia Carranca del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la

Universidad Nacional Autbnoma de México.

Para los presentes estudios se utilizaron dos lineas celulares malignas SiHa (Cancer

de cérvix) y Mda (Cancer de mama) provenientes de diferentes origenes vy tejidos.

Para las pruebas de citotoxicidad se les suministro el extracto de hoja y flor de G.

viscosum (Kunth); esto con el objetivo de establecer la concentracion que tuviera la

capacidad de disminuir la viabilidad celular hasta un 50%. Para cada una de las lineas,
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se realizaron curvas de dosis-respuesta en el cual se determiné la viabilidad celular,

expresada en porcentaje.

Tabla 4. Lineas celulares malignas humanas empleadas en los estudios
bioldgicos.

LiINEA CELULAR ORIGEN CARACTERISTICAS

Carcinoma escamoso de
cervix.

mama Adenocarcinoma de mama.

7.1.4.2. Preparacion del extracto vegetal para los ensayos de citotoxicidad.

Para cada experimento se pesaron en viales 0.1 g del material vegetal, posteriormente
los extractos fueron disueltos en Dimetil sulfoxido (DMSO, J.T. Baker), la
concentracion de los tres extractos fueron preparados a una concentracién de 100 mg
/mL; las muestras fueron agitadas a un Vortex (Maxi Mix |l Vortex Mixer, 120V) por un
tiempo 10 min. Una vez obtenido el extracto (Stock), se prosiguié a realizar los calculos

para las concentraciones empleadas en los ensayos de citotoxicidad.

7.1.4.3 Cultivo de células.

El experimento se desarrollé en el laboratorio de Toxicologia en el Instituto de Ciencias
de la Salud (ICSa). Las lineas celulares SiHa y Mda fueron descongeladas y
transferidas a cajas Petri (P 50 y P 100), provistas con 10 mL de medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) alto en glucosa (Gibco, México),
suplementando con suero fetal bovino (SFB) (Gibco, México) al 10 % y antibidticos
(Estreptomicina y Penicilina G sddica) al 1%, lo sucesivo es referido como medio de

cultivo completo (MCC), posteriormente las células fueron incubadas a 37 °C en una
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atmosfera de 5% de CO2 y 7% de humedad; una vez que las células se adherian a la
base de la caja Petri, se prosiguié a un cambio de cultivo completo esto con la finalidad
de su propagacion y obtener una confluencia de 90 al 100%. Las células ya en
confluencia eran despegadas de la base de la caja Petri con 3 mL de solucién
reguladora de fosfatos (50 mM pH 7.4), conteniendo acido etilendiaminotetraacético
al 1% (PBS-EDTA). Una vez despegadas las células, se afiadié 7 mL de DMEM para
neutralizar el efecto del EDTA, con la finalidad de evitar que las células fueran
dafadas. Posteriormente, las células eran transferidas a un tubo de ensaye estéril
para centrifugar por 5 min a 1500 rpm (Beckman TJ-6, rotor- 1-94). Concluida la
centrifugacion, el sobrenadante fue retirado y el paquete celular fue resuspendido con
MCC; de esta suspension se tomaron alicuotas de 50 pyL y se agregé 200 uL de
solucién azul tripan en un tubo eppendorf de 2 mL (0.1%), se prosiguié a contar las
células vivas (Células no tefidas de azul) al microscopio invertido con ayuda de un
Hematocitdmetro (Housser Scientific), determinandose la cantidad de células en la
muestra inicial, una vez obtenida, se realizaron calculos para obtener la cantidad de
alicuota requerida para sembrar las células, se utilizaron microplacas (Nunc, Thermo
Scietific) de 96 pozos en donde a cada pozo se administraron 1.0 x 10* células en
200 pL de medio completo, las células se incubaron a una temperatura de 37°C en un
atmosfera de 5% de CO2 y 7% humedad por 24 h, para permitir que las células se

adhieran a la placa.

7.1.4.4 Determinacion de viabilidad celular.

Una vez que se adhirieron las células a la microplaca, se retiré el medio de cultivo y
fue remplazado con el extracto de G. viscosum (Kunth) a las concentraciones que se
indican en la tabla 4; las dilusiones de los extractos fueron preparadas con medio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, México), suero fetal
bovino (SFB) al 10% (Gibco, México) y antibidticos (estreptomicina y penicilina G
sédica) al 1%.

Posteriormente, las células se mantuvieron incubadas a la condiciones
previamente mencionadas por un tiempo de 24 h y al término de la incubacion se

prosiguio a la determinacion de viabilidad celular.
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Tabla 5. Concentracion de los extractos de flor y hoja de G. viscosum (Kunth)
empleadas para los ensayos de citotoxicidad.

Parte Concentracion

Linea celular Disolvente
morfolégica Mg/mL

0-1000

hoja Hexano

hoja Acetato de etilo 0-3000
hoja Metanol 0-2000
flor Hexano 0-3000
flor Acetato de etilo 0-2000
flor Metanol 0-2000
hoja Hexano 0-3000
hoja Acetato de etilo 0-1000
hoja Metanol 0-2000
flor Hexano 0-3000
flor Acetato de etilo 0-2000
flor Metanol 0-3000

La viabilidad celular se determiné mediante la técnica de Sladowski (1993), la
cual fue modificada de la prueba inicialmente realizada por Mosman (1983), la cual se
basa en la reduccion de la sal de bromuro de 3-(4,5 dimetilltiazol-2 y 1) -2-5
difeniltetrazolium (MTT, Sigma), a un colorante forma insoluble, formado por las

enzimas mitocondriales en células viables.

En las microplacas, cada pozo con células previamente expuestas con extracto,
se le agrego 10 yL de MTT (5 mg/ en PBS) mezclado con medio de cultivo completo,
se dejo reaccionar en incubacion esto durante un periodo de 3 h, posteriormente se
extrajo el medio con el MTT; a cada pozo se le agregd 100 uL de dimetil sulféxido
(DMSO, J.T. Baker). Una vez transcurridos 10 min se leyé la absorbancia de cada
pozo a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotometro para microplacas

(Epoch- BioTeK Instrument).

La viabilidad celular se calculé considerando el valor de absorbancia de la
muestra control (0 mg/mL de extracto), como el 100 % de viabilidad celular y a partir

de este se calcularon los datos restantes para los cultivos celulares. Los datos de
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dosis inhibitoria se determiné realizando curvas dosis-respuesta (concentracion de
extractos vs porcentaje de viabilidad celular) en cual se determiné la concentracién
(eje de las abscisas) tomando un valor de viabilidad (en el eje de las ordenadas), que
equivale a una disminucién del 50% de la viabilidad celular (Dlso). Para el analisis se
creo una base de datos utilizando el programa Microsoft Excel 2013. Se calcularon los
promedios de los datos de absorbancia, una vez obtenidos se prosigui¢ a determinar

la viabilidad.

7.2. Pruebas fitoquimicas.
7.2.1 Actividad antioxidante.
+ Método ABTSe<+

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia desarrollada por RE et al. (1999). Se
emplearon los reactivos (acido 2,2’ azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico) (ABTS,
Sigma-Aldirich) y acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico (Trolox, Sigma-
Aldirich) como estandares. EI ABTS++ se prepard 24 h previas a su uso a una
concentracion de 3.6 mg/mL empleando persulfato de potasio a 0.6 mg/mL en etanol.
Posteriormente, el ABTS++ se diluy6 hasta llevarlo a una absorbancia de 0.70+0.02 a

una longitud de onda de 734 nm (Epoch- BioTeK Instrument).

Los extractos de G. viscosum (Kunth) se prepararon a una concentracién de
100 mg/mL en etanol. Para determinar la concentracion equivalente de trolox (TEAC),
a 100 yL de cada extracto se agregaron 900 uL de solucion de ABTSe+; se dejaron
reposar en oscuridad por 5 min y se llevd a lector de micro placas a 734 nm. Los
resultados se reportaron como capacidad antioxidante equivalente de trolox en mg/g
de muestra (TEAC mg/g); para lo cual se preparé una curva de calibracion con trolox,

a una concentracion de 100 pg/mL en etanol.

Por otro lado se calcul6 el indice antioxidante (IA) en porcentaje, empleando la
siguiente ecuacion: 1A (%) = (A734 Blanco — A734 Muestra)/ A734 Blanco) X 100, en donde A

indica absorbancia.

Las determinaciones se efectuaron por triplicado y para el analisis de datos se

ocupo el programa Microsoft Excel 2013.
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+ Método DPPH-

Para esta prueba se utilizd el método, desarrollado por Brand-Williams et al. (1995),
basandose en la reduccion del radical 2,2 difenil-1-picrilhidracilo (DPPH-). El DPPH-

se prepard a una concentracion de 7.5% en 10 mL de etanol.

Los extractos de G. viscosum (Kunth) se prepararon a una concentracién de
100 mg/mL en etanol. Para determinar los TEAC, a 100 yL de cada extracto se
agregaron 900 pL de solucion DPPH?e; se dejo6 reposar en la oscuridad por 60 min y
se llevd a un lector de micro placas (Epoch- BioTeK Intrument) a 520 nm. Los
resultados se reportaron como capacidad antioxidante equivalente de trolox en mg/g
de muestra (TEAC mg/qg); para lo cual se preparé una curva de calibracion con trolox,

a una concentracion de 100 pg/mL en etanol.

Por otro lado se calculé el indice antioxidante (IA) en porcentaje, empleando la
siguiente ecuacion: A (%) = (A734 Blanco — A734 Muestra)/ A734 Blanco) X 100, en donde A

indica absorbancia.

Las determinaciones se efectuaron por triplicado y para el analisis de datos se

ocupo el programa Microsoft Excel 2013.

7.2.2 Determinacion de fenoles totales (FT).

Para la determinacién de Fenoles totales se utiliz6 el método espectrofotométrico
desarrollado por Folin y Ciocaleteau, (1927). Se utilizaron extractos de G. viscosum
(Kunth) y se emplearon los reactivos Acido Galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico,
Sigma- Aldirich) Carbonato de Sodio (Na2COs, Sigma- Aldirich) y reactivo de Folin
(Sigma- Aldirich). Para la preparacion de la solucién de Folin, se realizé una dilucion
1:20 empleando etanol; el bicarbonato de sodio (Na2COs) se preparé a una
concentracion de 7.5 % en 10 mL de etanol. Los resultados se reportaron en mg-
equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg EGA/ g muestra); para el cual
se realizd una curva de calibraciéon con acido galico a una concentracion de 600

mg/mL en etanol.

Los extractos de G. viscosum (Kunth) se prepararon a una concentracién de

100 mg/mL en etanol. Para determinar el contenido de taninos se agregaron 100 pL
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de muestra del extracto, 500 pL de solucion de Folin y 400 yL de (Na2COs); finalmente
se dejo reaccionar en la oscuridad por 30 min y se llevo al lector de microplacas

(Epoch- BioTeK Instrument) a una absorbancia de 765 nm.

El andlisis se efectud por triplicado y se ocup6 el programa Microsoft Excel 2013.

7.3. Saponinas.

Para esta prueba in vitro, se utilizaron los extractos de la planta G. viscosum (Kunth);

se emplearon eritrocitos humanos tipo O positivo.

7.3.1 Preparacion de Eritrocitos.

Se empled sangre humana fresca tipo “O” (+) de un donador sano. La sangre se
depositd en tubos con acido -etilendiaminotetraacético (EDTA) al 2% como
anticoagulante, se mezclaron y agitaron cuidadosamente con el fin de no lisar a los
eritrocitos; la sangre se centrifugd por 10 min a 1500 rpm; una vez separados los
eritrocitos fueron lavados con solucion salina isotonica (0.9%). Posteriormente los
eritrocitos fueron diluidos al 4% en solucion salina al 0.9% y reservados para su

posterior uso (Girén, 1992).

7.3.2 Determinacion de saponinas.
7.3.3 Extraccion.

Para poder extraer la saponinas de cada extracto de G. viscosum (Kunth), se pesaron
10 mg, posteriormente se le adiciond 1000 pL de etanol, y se llevd a un agitador orbital

(Labnet International, Inc.) por 30 min.

7.3.4 Cuantificacion de saponinas.

Para la cuantificacion de saponinas se empleé la técnica descrita por Giron, (1992).
Se emplearon microplacas de 96 pozos, se colocaron 50 uL de PBS en cada pozo. Se
agrego al primer pozo 50 pyL de saponinas obtenidas en la extraccion, para realizar

diluciones seriadas de orden dos; posteriormente a cada pozo se le adicion6 50 pL
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eritrocitos humanos previamente preparados como se indicé en el parrafo anterior.
Finalmente se incubaron por una hora a temperatura ambiente. Una vez trascurrido el
tiempo, se prosiguié a la observacion para determinar la maxima dilucion que presento
hemolisis.

A continuacion se establecio el titulo de hemdlisis empleando la siguiente

formula:

Titulo= 2" donde n representa el ultimo pozo que presentd hemolisis.

En una dilucién seriada se tiene la férmula:

Concentracion del extracto
2n

Por definicion los pg obtenidos del estandar de saponinas es equivalente a las
10 unidades Hemoliticas (U.H). Las unidades asignadas en el método se definieron

como unidades hemoliticas por miligramo de muestra (U.H/mg de muestra).

7.4. Determinacion de Taninos.

Los taninos fueron extraidos a partir de los extractos de G. viscosum (Kunth); se
pesaron 9 mg de cada extracto y se le adicionaron 2.25 mL de metanol puro, se
agitaron durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron 0.5
mL del sobrenadante de la extraccion, se le adicionaron 2.5 mL de vainillina al 0.5%
en metanol acidificado; posteriormente se dejé reaccionar por 45 min a temperatura
ambiente, trascurrido el tiempo se prosiguié a medir la absorbancia a 500 nm en un
espectrofotometro (Epoch- BioTeK Instruments). Anterior a este procedimiento, se
realiz6 una curva de calibracién empleando + Catequina (Sigma-Aldrich), como
estandar y se calcul6 la concentracién de taninos en la muestra (Price y Buttler, 1998).

Cada analisis se efectud por triplicado y se ocup6 el programa Microsoft Excel 2013.
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La concentracion total de taninos se calculé utilizando la formula 1, los
resultados se reportaron en miligramos equivalentes de Catequina por gramo de

muestra.

Férmula 1. Mg eq cat/g = (conc.calc (mg/mL)) x 2.5 mL de etanol/g muestra de

extracto.

7.5. Analisis estadistico.

En las pruebas ABTS, DPPH, fenoles totales y taninos se efectué un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias con post test de Bonferrioni, utilizando el programa
GraphPad Prism 5 (2010).
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Extractos obtenidos.

Se obtuvieron extractos de hojas y flores de Gnaphalium viscosum (Kunth), con el
método de maceracion. El porcentaje de rendimiento se calculé segun la formula 2,
mostrada en la figura 7; en la tabla 6 se presentan los resultados de peso en gramos
y porcentajes de rendimiento obtenidos de la extraccién de las hojas y flores;
mostrando tener un mayor rendimiento el extracto acetato de etilo, observandose que
la parte morfolégica de la flor mostrd ser el extracto mas eficiente en la extraccion,
debido a que presentd un rendimento de 18.21 g y 3.6%, sin embargo, también la hoja
tuvo un buen rendimiento, con un 7.32 gy 5.23% ; asi mismo el extracto metanol flor
mostré un buen rendimiento, obteniendo 13.47gy 2.96%, siendo el extracto de hexano
el menos eficiente al realizar la extraccion, debido que obtuvo un bajo rendimiento

tanto en la flor y hoja, con 6.90 g y 1.93 g respectivamente.

Hexano Acetato de etilo Metanol
g % g % g %
6.903 1.380 18.210 3.640 13.479 2.696

RS 1.380 7.325 5.230 5.437 3.88

Figura 7. Férmula empleada para calcular el rendimiento obtenido de los extractos.
Férmula 2:

Rendimiento (%)= Masa de extracto seco x100

Masa material vegetal

50



8.2. Actividad antioxidante.

Se evalud la actividad antioxidante in vitro del extracto metandlico (MeOH), acetato de
etilo (AcOEt) y hexanico, obtenido de las hojas y flores de Gnaphalium viscosum
(Kunth); para realizar dicho analisis cualitativo, se utilizaron los métodos ABTS<+ y
DPPH- . En las Figuras 8 y 9 se muestran los resultados de actividad antioxidante,
expresada en porcentaje de atrapamiento de radicales con su respectiva desviacion
estandar, para cada extracto; se observd que el extracto acetato de etilo y metandlico
de hoja tuvo mayor capacidad de inhibicion sobre el radical ABTS++ (Figura 8),
mientras que el extracto hexanico fue el que presenté menor inhibicién sobre el radical
ABTSe+y DPPH- (Figura 9).

Los resultados expuestos indican que el extracto metandlico, hexanico y
acetato de etilo de hoja presentaron una mayor captacién sobre el radical ABTSe<+; sin
embargo, el extracto metandlico fue el que presenté mayor capacidad antioxidante
con un 92.89% de atrapamiento, mostrando una considerable inhibicion sobre el
radical ABTSe+, no siendo estadisticamente significativo (P>0.05) al compararlo con
el extracto acetato de etilo, el cual tuvo una actividad antioxidante del 89.18%; sin
embargo, el extracto hexanico fue el que presentd menor actividad en la prueba
ABTS++, mostrando una capacidad del 41.44%, indicando diferencia estadistica
significativa (P<0.05) con respecto a los dos extractos (Figura 8). Por otra parte, en la
prueba DPPH+ también se presenté una inhibicién considerable, siendo el extracto
metandlico el que obtuvo mayor inhibicion en el radical, mostrando un 73.12%,
seguido del extracto acetato de etilo con un 66.50%, no presentando diferencia
estadistica significativa entre estos dos extractos; finalmente el extracto hexanico
mostré una menor inhibicion en dicho radical, obteniendo una capacidad de
atrapamiento del 18.44% siendo estadisticamente significativo (P<0.05) en relacién a

los extractos de metanol y acetato de etilo (Figura 8).

El extracto de flor también obtuvo resultados relevantes en la disminucion de
ambos radicales, presentando gran actividad antioxidante el extracto metandlico con
92.89%, seguido del acetato de etilo con 89.50 %, inhibiendo considerable el radical
ABTS-+; sin embargo, no se presentd diferencia estadistica significativa entre estos

dos valores (P>0.05); el extracto con menor actividad antioxidante fue el hexanico con
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47.09% mostrando diferencia estadistica significativa al compararlo con los otros dos
disolventes (P<0.05) (Figura 9).

Figura 8. Actividad antioxidante de extracto de hoja de Gnaphalium viscosum
(Kunth). Los resultados son el promedio de tres pruebas independientes *
desviacién estandar. Los disolventes para preparar el extracto fueron acetato de
etilo (AcOEt), metanol (MeOH), y hexano.

ab.c| etras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los
extractos.

Letras iguales indican que no hay diferencias estadistica significativa (P>0.05)
entre lo extractos.

Por otro lado, en la prueba DPPH- se observé que de manera similar el extracto
metandlico y acetato de etilo fueron los que presentaron mayor actividad 85.53% y
81.74% respectivamente, no mostrando diferencia estadistica significativa entre ellos
(P>0.05); finalmente el extracto hexanico fue el que presenté menor actividad con
39.96%, sin embargo, mostré diferencia estadistica significativa comparado con los

disolventes de acetato de etilo y metanol (P<0.05) (Figura 9).

Al realizar una comparacion entre las dos partes morfologicas estudiadas, se
observé que aunque el extracto hexanico fue el que presentd menor actividad

antioxidante fue el que mostré diferencia estadistica significativa entre la flor y la hoja,
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por otro lado, al comparar el extracto metandlico y acetato de etilo no se presento

diferencia estadistica significativa entre las dos partes morfologicas.

Figura 9. Actividad antioxidante de extracto de flor de Gnaphalium viscosum
(Kunth). Los resultados son el promedio de tres pruebas independientes %
desviacidon estandar. Los disolventes para preparar el extracto fueron acetato de
etilo (AcOEt), metanol (MeOH), y hexano.

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los
extractos.

Letras iguales indican que no hay diferencias estadistica significativa (P>0.05)
entre lo extractos.

Los resultados obtenidos muestran que los extractos de hoja y flor por medio
del método DPPHe- tienen valores inferiores en el porcentaje de inhibicion con respecto
al método ABTS++ lo que sugiere que la prueba de ABTSe<+, presenta una actividad
antioxidante mayor que la obtenida por la prueba DPPHe. Estos resultados
concuerdan con el estudio de Gaviria et al. (2014) en donde especies pertenecientes
a la familia Asteraceae obtuvieron actividad antioxidante superior en los extractos
metandlicos a través del ensayo ABTS<+ que por el de DPPHe, sin embargo, en el
estudio realizado por Alarcon Garcia et al. (2013) empleando la técnica DPPHs-,
encontré mayor actividad antioxidante en la fraccion etandlica de las inflorescencias
de Gnaphalium meridanum (Gnaphalium cf. Polycephalum Michx), de estas fracciones

obtuvieron 95.55% de captacion del radical; por otro lado en el presente trabajo se
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obtuvo en la misma prueba un 85.53% en el extracto metandlico de flor, aunque se
trabajo con el mismo género de planta se obtuvieron resultados diferentes estas
variedades pueden deberse principalmente a que se emplearon diferentes métodos
de extraccién las diferencias entre las dos especies, como tiempo de colecta, el lugar,
condiciones climaticas, asi como entre otros factores externos que intervienen en la

produccion de metabolitos secundarios.

Otra factor importante por el cual hay influencia en la captura de radicales es
debido a el tiempo de corrida, ya que los extractos reaccionan lentamente con el
radical DPPHe teniendo 30 min para para alcanzar su estado estacionario, lo cual lo
pone en desventaja con el radical cation ABTSe+, que alcanza su estado estacionario
en menor tiempo, se puede decir, que el curso de la reaccion quimica son meramente
distintos, esta diferencia podria estar basada en la reaccidon reversible del radical
DPPHe- con fenoles y sus derivados, lo cual llevaria a bajas lecturas de actividad
antioxidante (Brand- Willians y Berset, 1997). Sin embargo, Kuskoski et al. (2005)
menciona que el método del DPPH-« in vitro permite tener una idea aproximada de lo
que ocurre en situaciones complejas in vivo. Este método presenta una excelente
estabilidad en ciertas condiciones por presentar un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa, mientras que otros como el ABTSe+, tienen
que ser generados tras una reaccion que puede ser quimica, enzimatica o

electroquimica.

Como se muestra, ambas pruebas presentan diferencias en los resultados, asi
como ventajas y desventajas en cada uno. Debido a estas variaciones que presentan,
se realiz6 en cada método una correlacién entre la capacidad antioxidante y su
correspondiente equivalencia en trolox segun el porcentaje de actividad antioxidante
obtenido. El compuesto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox)
es un analogo soluble en agua de la vitamina E (Morales et al. 2006) es conocido por
su alta capacidad antioxidante y por tanto es utilizado como compuesto de referencia,
su actividad antioxidante es expresada como equivalentes trolox (TEAC)
principalmente para los métodos de DPPHe y ABTSe+ (Tovar del Rio, 2013). Los

presentes resultados fueron expresados en equivalentes trolox; el valor TEAC
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compara la capacidad captadora de radicales ABTS<+ o DPPH- del extracto respecto
al antioxidante sintético trolox.

En la tabla 7 se muestra la actividad antioxidante de los extractos de hoja y flor
de G. viscosum (Kunth), obtenidos de los ensayos de DPPHe y ABTSe+ expresada
en equivalentes trolox. Se observo que los rangos de concentracion varian de 13.51
a 30.74 mg TEAC/g en los extractos de hoja y flor para el ensayo ABTSe+ y de 5.67
hasta 24.23 mg TEAC/g en la prueba DPPHe. Se puede observar que en el ensayo
ABTSe+ el extracto metandlico de hoja y flor obtuvo concentraciones altas de
equivalentes trolox con el valor de 30.74 mg TEAC/g £ 0.08 en ambos extractos. Por
otro lado en el ensayo DPPHe el extracto acetato de etilo y metandlico de flor
mostraron altas concentraciones de equivalentes trolox con los valores de 23.18 *
0.96y 24.23 £ 0.17 mg TEAC/g respetivamente.

Tabla 7. Concentracion en equivalentes de trolox de los extractos de hoja y flor de

Gnaphalium viscosum (Kunth) por el método ABTSe+ y DPPHe. Los resultados son

promedio de tres repeticiones * desviacion estandar.

Acetato de Hoja 29.49 £ 0.25°2 Hoja 18.95 £ 0.272
etilo Flor 29.60 + 1.052 Flor 23.18 £ 0.96°
Hexano Hoja 13.51 +1.12° Hoja 5.67 +1.70°
Flor 15.40 £ 0.65° Flor 11.56 £ 1.71¢

Metanol Hoja 30.74 £ 0.082 Hoja 20.78 £ 1.87°
Flor 30.74 £ 0.082 Flor 2423 +0.17°

abc | etras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los
extractos.

Letras iguales indican que no hay diferencias estadistica significativa (P>0.05) entre
lo extractos.
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En un estudio realizado por Tovar del Rio (2013), determind la actividad
antioxidante de 15 extractos de metanol y 5 extractos de diclorometano de 30 plantas,
evaluados mediante el ensayo ABTSe+ y DPPHe; obtuvo mayor capacidad de
captacion mediante el ensayo ABTSe, mostrando rangos de concentracion en
equivalentes trolox de 21,86 hasta 49,78 ug de trolox/g de extracto para el ensayo
DPPHe y para el ensayo ABTSe+ entre 145,23 y 852,0 ug de trolox/g de extracto, en
ambas pruebas obtuvo concentraciones destacadas en equivalentes de trolox en las
especies Topobea cf discolory Alchornea Grandis; como se puede observar en ambos
trabajos, los valores de ABTS<+ son mayores que en la técnica con DPPH, esto debido
a la baja selectividad del ABTS-+, si la capacidad antioxidante de los extractos se
debe a la presencia de acidos fendlicos, flavonoides y otro tipo de polifenoles, como
se reporta generalmente en la literatura (Kumazawa et al. 2004; Russo et al. 2004;
Ahn et al. 2007), se debe tener en cuenta que el DPPH+ es mas selectivo que el
ABTS-+ y, a diferencia de este ultimo, no reacciona con los flavonoides carentes de
grupos hidroxilo en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo grupo
hidroxilo (Roginsky y Lissi, 2005); este hecho explica los valores TEAC inferiores en
el método DPPH+ con respecto al ABTSe+; cabe destacar que los rangos de
concentracion de equivalentes de trolox fueron mayores en ambas técnicas,
comparado con los resultados obtenidos en este estudio; sin embargo, en el estudio
de Alarcén-Garcia (2013) donde evalué la capacidad antioxidante de las hojas e
inflourecencias de Gnaphalium meridanum (Gnaphalium cf. Polycephalum Michx.)
mediante la prueba DPPHe, obtuvo mayor captacién en equivalentes de trolox de las
fracciones de la inflourecencia en etanol, con 16.59% de captacion relativo a trolox;
como se puede observar en el presente estudio, la mayor capatacion de trolox lo
obtuvo el extracto metandlico de flor con 24.23 mg TEAC/ g, cabe destacar que ambos
resultados presentaron una minima variacion en la captacion de radical DPPHe, esto
puede deberse a que se empled un disolvente diferente, asi como especie de planta,
sin embargo, en ambos trabajos la mayor captacion del radical la obtuvieron de las
flores; esto principalmente se puede deber a que esta parte morfolégica presenta

mayor contenido de compuestos fendlicos.
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8.3 Determinacion de Fenoles totales.

En los presentes resultados se determind el contenido de fenoles con el fin de
correlacionar aquellos extractos que tengan un alto contenido de fenoles con los que
presentaron una alta actividad antioxidante; obteniéndose que el extracto con mayor
contenido de fenoles totales en fue el extracto metandlico de flor (101.227 + 2.104 mg
EAG/g), mientras que el extracto hexanico de hoja fue el que presentd menor
contenido (22.72 + 1.25 EAG/g) mostrando diferencia estadistica significativa en
ambos casos de (P<0.05); por otro lado, los extractos de hoja de acetato y metanol
presentaron mayor concentracion de fenoles (53.46 + 1.56 y 88.18 £ 3.46 EAG/Qg)
respectivamente, no mostrando diferencia estadistica significativa (P>0.05), mientras
que el extracto hexanico presentdé menor contenido, indicando diferencia estadistica
significativa (P<0.05) (Tabla 8).

Tabla 8. Contenido de fenoles totales de extractos hoja y flor de Gnaphalium
viscosum (Kunth) expresado en equivalentes de acido galico (EAG). Los
resultados son promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Disolvente hoja flor
mg EAG/ g muestra mg EAG/ g muestra
Hexano 22,72 +1.252 36.23 £ 0.062
Acetato de etilo 53.46 + 1.56° 88.18 + 3.46"
Metanol 53.06 + 2.10P 101.22 + 2.10¢

abc | etras diferentes indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los
extractos.

Letras iguales indican que no hay diferencias estadistica significativa (P>0.05)
entre lo extractos.

Como se puede observar en los resultados, los extractos de acetato de etilo y
metandlico de flor fueron los que presentaron gran contenido de compuestos
fendlicos, teniendo una clara relacion con la actividad antioxidante que presentaron;
en un estudio realizado por Uddin et al. (2017) donde utilizd extractos para evaluar el
contenido de fenoles de las partes aéreas de Gnaphalium luteoalbum L. hallando que
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el extracto de metanol fue el que mostr6 mayor contenido de fenoles totales con
115,96 mg EAG / g; observandose una minima diferencia entre el contenido de fenoles

de Gnaphalium luteoalbum L. y el extracto de estudio.

Por otra parte, los extractos de acetato de etilo y metandlico de hoja no
mostraron gran contenido de fenoles, sin embargo, presentaron actividad antioxidante
considerable, esto podria ser indicador de que la planta de estudio posee un efecto
combinado de diversos factores, esto se relaciona directamente a la presencia de
otros tipos de metabolitos secundarios; esto concuerda con lo planteado por Hossain
y Sha, (2015) quienes indican que no se puede considerar que la actividad
antioxidante se deba solo a la presencia de compuestos fendlicos, puesto que en su
composicién quimica pueden existir otros metabolitos secundarios, y debido a su
estructura contribuyan a su eficacia antioxidante. Las correlaciones no son
completamente lineales, porque el método de Folin-Ciocalteu es especifico para
compuestos fendlicos, y la actividad antioxidante también puede ser exhibida por

compuestos no fendlicos (MacDonald-Wicks et al. 2006; Asami et al. 2003).

Lo anterior se hace evidente en el estudio realizado por Gutiérrez-Avella et al.
(2008) en donde utilizé6 extractos metandlicos de Amaranthus hybridus L., Brassica
rapa L., Cosmos bipinnatus Cav., Cynodon dactylon Pers., Desmodium molliculum
DC., Inomoea purpurea Roth., Malva parviflora L., Medicago polymorpha var. vulgaris
Benth., Oxalis decaphylla H.B. & K., Parthenium hysterophorus L., Sanvitalia
procumbens Lam., Simsia amplexicaulis Pers., Sorghum halepense Pers., Tithonia
tubiformis Cass, de los cuales solo D. molliculum presenté relacién entre el contenido
de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante, puesto que las demas muestras
tuvieron variaciones en su capacidad antioxidante, la cual era superior a lo esperado,
o por el contrario, una baja actividad que no se relacionaba con el contenido de
compuestos fendlicos. Cabe destacar que no se encontraron estudios de fenoles
totales realizados en especies del género Gnaphalium, sin embargo, se hallaron
estudios relacionados con la familia Asteraceae la cual pertenece G. viscosum (Kuth);
de acuerdo a los resultados obtenidos y estudios previos fundamentan que hay una
pequefa fraccion de flavonoides contenido en los compuestos fendlicos, lo cual es
posible que se presenten interacciones antagonistas o sinergistas entre estos y los
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compuestos fendlicos, asi como de otro metabolitos que pueden afectar la actividad
antioxidante (Odabasoglu et al. 2005). Por otro lado, se observd que los extractos
hexanicos de hoja y flor tuvieron una estrecha relacién entre el menor contenido de

compuesto fendlicos y la baja actividad antioxidante que presentaron.

8.4 Determinacion de Saponinas.

En la tabla 8 se muestran los resultados del contenido de saponinas de cada extracto;
las unidades asignadas a la hemolisis se definieron en unidades hemoliticas sobre
miligramos de muestra. Como se puede observar, el unico extracto que presento
actividad hemolitica fue el extracto metandlico de flor con una actividad de 170.940 +
0 UH/mg; se asume que la presencia de saponinas tienen un efecto directo sobre los
eritrocitos, los cuales se hemolizan y se sedimentan quedando solo una solucién
blanca, este resultado concuerda con lo planteado por Medinilla, (1993) en donde
plantea que si los globulos rojos se hemolizan y la solucion se torna transparente, se
asume que el resultado es positivo; sin embargo,los extractos acetato de etilo y
hexano de ambas partes morfoldgicas no presentaron actividad hemolitica lo cual, nos

indica que hay ausencia de saponinas.

Tabla 9. Actividad hemolitica de extractos de hoja y flor Gnaphalium viscosum
(Kunth). Los resultados son promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Extracto Parte morfolégica de Saponinas

la planta UH/mg mtr
Metanol hoja NI

flor 170.940 £+ 0 UH/mg

Acetato de etilo hoja NI
flor NI
Hexano hoja NI
flor NI

*NI: No identificado

Una de las razones por las que los ultimos extractos pudieron haber tenido
ausencia de saponinas es debido a que estos son de mediana y baja polaridad, ya

59



que las saponinas al ser de caracter glicosidico son insolubles en solventes apolares
Lurssen, (2001); por otra parte, existen diversas técnicas para la extraccion de
saponinas en la cual sobre salen el uso de alcoholes de bajo peso molecular, asi
como, el uso de metanol, butanol y agua, los cuales han sido reportados como
solventes para su extraccion; en Agave lechuguilla se ha reportado la extraccion con
metanol y etanol (Dominguez,1973;Hernandez et al. 2005); de acuerdo al estudio
realizado por Lurssen, (2001) utilizd la técnica de hemolisis utilizando extractos
polares de las partes de flor, tallo y hoja de la Yucca elephantipes, donde obtuvo
resultados positivos en todas las muestras, siendo el extracto de flor el que presenté
mayor contenido de saponinas y asi mismo mayor hemolisis, este concuerda con el
resultado obtenido en este estudio, teniendo solo como diferencia el empleo del tipo
de solvente el cual fue metandlico, pero cabe mencionar que este es catalogado como

el segundo solvente con polaridad mas cercana a la del agua.

Por otra parte, la ausencia de saponinas podria deberse a que estan presentes
en ciertas familias, segun la literatura consultada, las saponinas esteroidales son mas
abundantes por lo general en familias de la clase monocotiledénea, como son: Liliacea
(Agavaceae), Dioscoreaceae y Amaryllidaceae. En las dicotiledoneas, se les ha
encontrado en las familias Solanaceae y Scrofulariacea (Hostettmann et al. 1991), la
razon por la cual la presencia de saponinas fue escasa es debido a que la planta G.
viscoum (Kunth), pertenece a la familia Asteraceae; asi mismo, no hay reportes de
presencia de saponinas en algunas especies de del género Gnaphalium. En el estudio
fitoquimico realizado por VillaGémez Ibarra et al. (2001) la especie G. oxyphilum tuvo
resultados negativos en saponinas; sin embargo, cabe sefialar que la presencia o
ausencia de saponinas en la familia Asteraceae es debido a factores externos tales
como, el tipo de cultivo, edad de la planta, estado fisioldgico, la localizacion geografica
o el 6rgano vegetal (Baumann et al. 2000); esto se hace evidente en el estudio
realizado por Galindo et al. (2011) donde report6 presencia de saponinas en la familia
Asteraceae en Tithonia diversifolia pero en un estudio realizado por Srividya et al.
(2009) no encontrd estos compuestos en la familia Asteraceae en plantas estudiadas

en el sur de la India.
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8.5 Determinacion de Taninos.

En la tabla 10 se muestran los resultados de contenido de taninos de cada extracto
de G. viscoum (Kunth); apreciandose que el extracto hexanico de flor presenta el
mayor contenido de taninos, mostrando 165.75 Mg eq cat/g mtra, siendo
estadisticamente significativo (P<0.05); sin embargo, el extracto metandlico fue el que
obtuvo menor contenido de taninos con 56.34 + 1.92 Mg eq cat/g mtra, siendo también
estadisticamente significativo; por otro lado, en la hoja el extracto metandlico presentd
mayor contenido de taninos, obteniendo 86.61 + 3.51 Mg eq cat/g mtra siendo
estadisticamente significativo (P<0.05); mientras que el extracto hexanico y acetato
de etilo fueron los de menor contenido con 1.64 + 0.27 Mg eq cat/g mtra, no

presentaron diferencia estadistica significativa ambos extractos.

Tabla 10. Contenido de taninos en los extractos hoja y flor de Gnaphalium viscosum
(Kunth). Los resultados son promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

2.00 +0.182 165.75 + 15.82°
1.64 + 0.27° 128.06 + 17.47°
86.61 + 3.51¢ 56.34 + 1.92°

abe | etras diferentes indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los
extractos.

Letras iguales indican que no hay diferencias estadistica significativa (P>0.05)
entre lo extractos.

Los resultados obtenidos tienen similitud con lo obtenido por de la Cruz-Leyvaa
et al. (2017) quienes demostraron un mayor contenido de taninos en el extracto
acuoso y etandlico de flor, que en el de hoja de la planta Solanum marginatum, sin
embargo, en este estudio presenté mayor contenido de taninos en contraste con el
extracto de flor de Solanum marginatum donde obtuvo 0.015 mg eq cat/g peso seco y
menores comparado con el trabajo de Zapata et al. (2013) 502,73 mg eq cat/ 100g de
fruta fresca a partir de los extractos del fruto de Psidium araca (Guayaba Agria). Como
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se puede observar hay claras diferencias cualitativas y cuantitativas en los estudios,
y aunque los taninos se pueden encontrar facilmente en el reino vegetal, algunos son
mas abundantes en las frutas como las uvas; hay diversos factores por los que el
contenido puede variar entre especies de plantas, ya que de acuerdo a la literatura,
los vegetales y frutos tienen la capacidad de acumular taninos en la totalidad de la
planta de la que provienen: semillas, frutos, madera, raiz, hojas, en condiciones
normales, los taninos vegetales representan del 2 al 7% del peso fresco de la planta,
esta cantidad representa la suma de todos los tipos de taninos presentes en el vegetal,
no obstante, las concentraciones pueden aumentar debido al estrés producido por el
ataque de patogenos (Haslam, 2007); otros factores que afectan la presencia de
taninos en vegetales son las condiciones ambientales (Torchio et al. 2010), genéticas
o estado de maduracion del fruto o la planta (Bindon y Kenedy, 2011); hay que
destacar que las variaciones de este trabajo con las de los otros autores mencionados
es debido a que se emplearon diferentes géneros de plantas, solventes y partes
morfoldgicas por lo que estos también son factores por las que hay una variabilidad

en la concentracion de taninos.

8.6 Determinacion de citotoxicidad del extracto en lineas celulares.
Los resultados de citotoxicidad presentados en las figuras 10,11,12 y 13 evidencian

que ambas lineas celulares mostraron efecto citotdxico ante el extracto empleado, sin
embargo, hay claras diferencias en su accidn citotoxica asi como en la viabilidad; se
observo una variable actividad citotéxica de los extractos sobre las linea celulares
estudiadas, siendo mas susceptible ante a la accion citotoxica del extracto la linea
Mda, mientras que la linea celular SiHa mostré un menor efecto citotdxico ante el
extracto probado. Se expone que hay un efecto citotéxico al observar una disminucion
en la viabilidad celular en funcién de la concentracion del extracto. En la tabla 11y 12
se muestran los resultados de las Dlso de los extractos de hoja y flor de G. viscosum
(Kunth) para cada una de lineas celulares malignas estudiadas. De acuerdo a los
resultados obtenidos, se observé que 6 de los 12 extractos de G. viscosum (Kunth)

presentaron mayor citotoxicidad sobre ambas lineas celulares estudiadas.
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En la tabla 11 se observo que el extracto que presentd mayor citotoxicidad en
la linea celular SiHa fue el extracto hexanico de hoja contando con una Dlso de 346
Mg/mL, en contraparte, los extractos que presentaron menor citotoxicidad fueron los
de acetato de etilo y metandlico, ya que obtuvieron una Dlso de 1610 y 1240 ug/mL
respectivamente; Cabe sefalar que no hay estudios previos de citotoxicidad del
género Gnaphalium sobre la linea celular SiHa, asi como en lineas del mismo linaje
celular, sin embargo, hay estudios en los cuales han probado extractos de diferentes
especies de plantas sobre lineas afines a la linea celular SiHa, tal como en el estudio
realizado por Patel et al. (2009) donde utilizé extracto metandlico del fruto de Solanum
nigrum sobre la linea celular Hela, la cual mostré una Dlso de 265.0 mg/mL, la
actividad citotoxica del extracto de Solanum nigrum fue aproximadamente 1.3 veces
mas alta comparada al extracto hexanico y 6 veces mayor comparado con el extracto
metandlico y acetato de etilo de Gnaphalium viscosum (Kunth), aunque la diferencia
de citotoxicidad fue minima se debe destacar que los factores por el cual hubo
variacion en la Dlso es debido a que se utilizé una especie distinta de planta, disolvente,
linea celular y parte morfolégica diferente. Por otra parte, el extracto de acetato de
etilo flor en las células SiHa fue el que presenté mayor efecto citotoxico, debido a que
tuvo una Dlsp de 596.1 ug/mL, siendo los extractos hexanico y metandlico los que
mostraron menor citotoxicidad, teniendo una Dlso de 1000 y 1158 pg/mL
respectivamente; en un estudio realizado por Nieto et al. (2008) donde utilizé extracto
etandlico de S. rostratum sobre la linea celular HelLa, obtuvo una Dlso de 127.5 ug/mL
en 48 h, siendo casi 4.6 veces mas citotoxico que el extracto de acetato de etiloy 9
veces mas para los extractos metandlico y hexanico probados en este estudio. Se
debe considerar que en ambos estudios se utilizaron disolventes, especie de planta y
linea celular diferente, por lo que es una de las razones por las cual hubo variabilidad

en los resultados.

En contra parte, los resultados de dosis inhibitorias de la linea celular Mda que
se muestra en la tabla 12, se observo que los extractos de hoja en los tres disolventes

empleados se obtuvieron efectos citotoxicos mayores.
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Tabla 11. Dosis inhibitorias (Dlso) de los extractos de hoja y flor de G. viscosum
(Kunth) sobre la linea celular SiHa. Los resultados son promedio de tres
repeticiones.

Hexano

346 pg/ML

Metanol 1240 pg/ML

Acetato de etilo 1610 pg/ML

flor Hexano 1000 pg/ML
Metanol 1158 pug/ML

Acetato de etilo 596.1 yg/ML

Donde el extracto metandlico de hoja fue el extracto que presentd la
citotoxicidad mas alta, mostrando una Dlso de 238.5 pyg/mL, seguido del acetato de
etilo con Dlso de 240 ug/mL y por ultimo el extracto hexanico con una Dlso de 345
Mg/mL, cabe mencionar que hay estudios citotoxicos del género Gnaphalium en la
linea adenocarcinoma de mama, como en el estudio realizado por Callacondo-Riva et
al. (2008) donde evaluaron la citotoxicidad del extracto etandlico de raices de
Gnaphalium spicatum el cual resulté ser mas activo en la linea celular MCF-7
(adenocarcinoma de mama) presentando una Dlso de 98 pg/mL, mientras que en este
estudio se obtuvo una Dlso de 238.5 ug/ mL en el extracto metandlico de Gnaphalium
viscosum (Kunth) para la linea celular Mda, como se observa, el extracto etandlico de
raices mostro ser mas citotoxico que todos los extractos de Gnaphalium viscosum
(Kunth), aunque ambas plantas pertenecen al mismo género, hubo gran diferencia en
la citotoxicidad, esto principalmente pudo deberse a la diferencia de especies, la
produccion y contenido de metabolitos secundarios, la region y tiempos de colecta ,
asi como, el empleo de diferente método de obtencién de extractos, el disolvente
empleado, diferente parte morfolégica y puesto que ambas linea celulares son del
mismo linaje celular el origen es diferente, por lo que puede ser una causa mas por la
que se obtuvo diferencia en la citotoxicidad. Finalmente, en los extractos de flor sobre
la linea celular Mda, obtuvieron menor efecto citotoxico ya que mostraron Dlso mayores
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con respecto a los extractos de hoja; el extracto que mostré un mayor efecto citotoxico
fue el acetato de etilo con una Dlso de 808.8 ug/mL, y lo extractos con menor efecto
fueron para el extracto hexanico y metandlico, teniendo una Dlso de 1855.17 y 1568.68
Mg/mL respectivamente, este resultado se compara con lo obtenido por Alarcén Garcia
et al. (2013) donde evalud la capacidad citotoxica del extracto de acetato de etilo a
partir de fracciones de inflorescencias de Gnaphalium meridanum, sobre células de
macréfagos murinos (J-774 ), obteniendo una Dlso de 120,4 mg/L; como se observa el
extracto de acetato de etilo de G. meridanum fue aproximadamente 6.7 veces mas
citotoxico que el extracto de acetato de etilo G. viscosum (Kuth), aunque ambos
extractos pertenecen al mismo género de planta, el efecto citotoxico fue
significativamente diferente; esto principalmente se debe a que se utilizaron lineas
celulares de diferente origen, asi como de otros factores secundarios los cuales ya se

han mencionado anteriormente.

Tabla 12. Dosis inhibitorias media (Dlso) de los extractos de Hoja y Flor de G.
viscosum (Kunth) sobre la linea celular Mda. Los resultados son promedio de tres
repeticiones

Hexano 345 ug/ML
hoja Metanol 238.5 yg/ML
Acetato de etilo 240 pg/ML
Hexano 1855.17 ug/ML
flor Metanol 1568.68 pug/ML

Acetato de etilo 808.8 pug/ML

A continuacion en la figura 10-A se muestra al extracto acetato de etilo hoja
sobre la linea celular SiHa; se observa que a la concentracién mas baja de 250 ug/mL
la viabilidad solo logra disminuir un 89.71%, sin embargo, al aumentar la concentracion

la viabilidad decrece significativamente a la concentracion de 1500 ug/mL, teniendo
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un porcentaje de inhibicion celular del 56.10% vy al llegar a la maxima concentracion
empleada de 3000 pg/mL, la viabilidad celular logra disminuir hasta un 17.09%; a partir
de esta concentracion la curva de viabilidad sigue disminuyendo por lo que al emplear
otra dosis de extracto se tendria un efecto sobre la viabilidad. Sin embargo, hay que
destacar que al aplicar dosis mas altas de extracto implica problemas de solubilidad,
lo que deriva en aumentar las concentraciones DMSO, el cual podria alcanzar

concentraciones que son toxicas para las células.

En la Figura 10-B se muestra el efecto citotoxico del extracto hexanico de hoja
sobre la linea celular SiHa; se observd, que a la concentracion mas baja probada no
hay un efecto significativo sobre la viabilidad, sin embargo, a partir de la concentracion
250 pg/mL hay una disminucion en la viabilidad de un 65.3%, al llegar a la maxima
concentracion probada de 1000 pg/mL, se tiene un porcentaje de inhibicion en la
viabilidad celular de un 68.2%, a partir de dicha concentracion se observd que la

viabilidad permanece constante.

Por otra parte, se puede observar en la figura 10-C al extracto metandlico de
hoja, donde se aprecia que a la dosis mas baja probada de 100 pg/mL hay poca
inhibicion en la viabilidad celular ya que solo se reduce a un 17.14%, al aumentar la
concentracion a 625 ug/mL se muestra una baja significativa en la viabilidad,
reduciéndose a un 63.78 %, al llegar a la maxima concentracion probada de 2000
pg/mL se tuvo un porcentaje de inhibicion de un 56.94%, se observd que a partir de
esta concentracion la viabilidad podria seguir disminuyendo si se aumentaran las
dosis de extracto, sin embargo, al aplicar altas concentraciones de extracto se
aumentaria las dosis del DMSO sobre los extractos, lo cual deriva a tener problemas

de solubilidad y efectos sobre las células que podrian alterar los resultados.
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A) Acetato de etilo

B) Hexano

C) Metanol

Figura 10. Efecto Citotoxico del extracto de hoja de Gnaphalium viscosum (Kunth)
sobre la linea celular SiHa, representado en las graficas 10-A) Extracto de acetato
de etilo, 10-B) Extracto de hexano, 11-C) Extracto de metanol. Los resultados que
se muestran, son ensayos independientes de tres repeticiones. Las barras
representan la desviacion estandar de cada concentracién probada, asi mismo,
se sefala la Dlso de cada extracto probado.
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En la figura 11-A se muestran los resultados del efecto citotéxico que tuvieron los
extractos de flor sobre la linea celular SiHa; con lo que respecta a la Figura 11-A, se
muestra que el extracto de acetato de etilo a concentraciones bajas de 250 pg/mL la
inhibicién de viabilidad es baja, ya que solo se reduce a un 0.28 %, lo cual no muestra
un efecto significativo sobre la viabilidad, sin embargo, la viabilidad empieza a
disminuir, al aumentar la concentracién a 750 ug/mL reduciendose a un 36.26%, al
llegar a la concentracion mas alta probada de 2000 pg/mL se tuvo una inhibicién en el
porcentaje de viabilidad de un 84.04%, a esta ultima concentracion se puede observar

que la curva de viabilidad se torna constante.

En la figura 11-B se muestra que el extracto de hexano flor a contracciones bajas no
presenta un decremento considerable en la viabilidad, ya que a la mas baja
concentracion probada de 250 pyg/mL la viabilidad solo logra inhibirse un 9.2%, nos
obstante, al aumentar la concentracion a 1500 uyg/mL la viabilidad disminuye un
14.74%, decreciendo hasta la concentracion maxima probada de 3000 ug/mL con un
86.66 % de inhibicion en la viabilidad, a partir de la esta concentracién la viabilidad
permanece constante, sin embargo, hay que destacar que el extracto hexanico de flor

fue el que presentd una mayor inhibicion en la linea celular SiHa.

En el caso del extracto metandlico presentado en la Figura 11-C, se observo
que a la mas baja concentracion probada de 250 pg/mL se tiene una baja inhibicién
en el porcentaje de viabilidad celular, logrando reducirse solo un 3.73%, al aumentar
la concentracion a 1000 pg/mL el porcentaje de viabilidad disminuye a un 57.02%, se
tiene una gran inhibicion en la viabilidad al llegar a la concentracion maxima probada
de 2000 ug/mL inhibiendo la viabilidad a un 80.48%, se observa, que la curva de
viabilidad sigue decreciendo por lo que al aumentar la dosis podria tener resultados

significativos en la viabilidad.
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A) Acetato de etilo

B) Hexano

C) Metanol

Figura 11. Efecto Citotoxico del extracto de flor de Gnaphalium viscosum (Kunth)
sobre la linea celular SiHa, representado en las graficas 11-A) Extracto de acetato
de etilo, 11-B) Extracto de hexano, 11-C) Extracto de metanol. Los resultados que
se muestran, son ensayos independientes de tres repeticiones. Las barras
representan la desviacion estandar de cada concentracion probada, asi mismo,
se sefala la Dlso de cada extracto probado.
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En la figura 12 se muestran los resultados de efecto citotoxico que obtuvieron
los extractos de hoja sobre la linea celular Mda; con lo que respecta a la figura 12-A
se aprecia que a la concentracién mas baja probada de 100 pg/mL de extracto acetato
de etilo, la viabilidad decrece a un 68.59%, al llegar a 500 pg/mL la viabilidad se reduce
hasta un 30.00%, decreciendo considerablemente hasta la concentraciéon maxima
proba de 1000 pg/mL donde hay una gran inhibicion en la viabilidad celular del
88.74%, en la curva se observa que la viabilidad va decreciendo, por lo que habria
una considerable inhibicion en el porcentaje de viabilidad si se aumentara la
concentracion de extracto, lo cual confirma la influencia de las concentraciones sobre

la viabilidad celular.

En la figura 12-B se muestra al extracto de hexanico, donde a la concentracién mas
baja de 100 pg/mL la viabilidad solo logra inhibirse un 4.27%, teniendo una baja
significativa en la viabilidad a partir de 500 ug/mL obteniendo una viabilidad del
30.65%, la viabilidad decrecié conforme se aumentaron las concentraciones, teniendo
una alta inhibicién en la concentracion maxima probada de 3000 ug/mL inhibiendo la
viabilidad celular hasta un 94.4%, a partir de esta concentracién la curva de viabilidad
permanece constante; cabe destacar que este extracto fue el que obtuvo mayor
inhibicién en la viabilidad sobre la linea Mda, ya que solo mantuvo un 5.58% de células

viables.

Como se puede observar en las grafica 12-C el extracto metandlico a la
concentracion mas baja de 100 ug/mL no tuvo efecto significativo en la viabilidad ya
gue solo se inhibié un 1.96%, al aumentar a 250 pg/mL se tuvo una viabilidad de 47.50
%, logrando inhibicién a la concentracidn maxima probada de 1000 ug/mL con un
79.47 % de inhibicion en la viabilidad celular, se observé que a dicha concentracion la
curva de viabilidad permanece constante; dicho extracto tuvo poca inhibicion en la

viabilidad ya que mantuvo un 20.53% de células viables.
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A) Acetato de etilo

B) Hexano

C) Metanol
Figura 12. Efecto Citotéxico del extracto de hoja de Gnaphalium viscosum (Kunth)
sobre la linea celular Mda, representado en las graficas 12-A) Extracto de acetato
de etilo, 12-B) Extracto de hexano, 12-C) Extracto de metanol. Los resultados que
se muestran, son ensayos independientes de tres repeticiones. Las barras
representan la desviacion estandar de cada concentraciéon probada, asi mismo, se
sefiala la Dlso de cada extracto probado.
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Los resultados del efecto citotdxico de los extractos de flor sobre la linea Mda
se indican en la figura 13; en la figura 13-A se muestra que a la concentracién mas
baja probada del extracto acetato de etilo, que fue de 100 ug/mL no hubo efecto
significativo en la inhibicion de la viabilidad, ya que se inhibié un 2.8%, sin embargo,
a la concentracion de 750 pg/mL de extracto se tiene un diminucién en la viabilidad
del 59.64%, pero al aumentar la concentracién a 1000 pg/mL la viabilidad disminuye
significativamente a un 19.59%, al llegar a la concentracion maxima probada de
2000 pg/mL la viabilidad celular logré inhibirse a un 82.35%, a partir de dicha
concentracion la viabilidad siguio constante; se destaca, que dentro de los extractos
de flor en dicha linea celular, fue el que obtuvo mayor porcentaje de inhibicion en

la viabilidad, ya que mantuvo un 17.65 % de células viables.

El extracto de hexanico presentado en la figura 13- B tuvo efecto sobre la
viabilidad hasta la concentracién 2000 pg/mL reduciendo la viabilidad solo un
31.75%, al llegar a la concentracion 2500 ug/mL la viabilidad solo bajé un 21%, sin
embargo, a la concentracion maxima probada de 3000 pg/mL la viabilidad logré
inhibirse un 77.66%, se observa que la curva de viabilidad asciende un porcentaje
minimo, por lo que al aumentar otra dosis, se podria observar si la viabilidad volveria

a descender o mantenerse constante.

En la figura 13-C se muestra que a los 250 ug/mL de extracto metandlico,
que es la concentracion mas baja probada, obtiene un bajo porcentaje en la
inhibicion de viabilidad celular, ya que solo logré inhibir un 2.25%, al aumentar la
concentracion a 1500 yg/mL la viabilidad baja a 53.49%, siendo la concentracién
2500 pg/mL donde se presenta una viabilidad a un 36.24 % sin embargo, se observo
que en la concentracion maxima probada de 3000 ug/mL hay una inhibicion en el
porcentaje de viabilidad celular del 61.17%, se observa que en esta linea celular se
presenta un ligero incremento en la viabilidad a la concentracion maxima probada,
lo cual podria deberse a un efecto que ya ha sido previamente reportado, tal como
lo reportan Stanley y Carver (1977); Valadez-Vega et al. (2014) quienes indican que
algunas células al ser expuestas a concentraciones altas de metabolitos

secundarios promueven mutaciones celulares que ocasiona mayor proliferacion.
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A) Acetato de etilo

B) Hexano

C) Metanol

Figura 13. Efecto Citotoxico del extracto de flor de Gnaphalium viscosum (Kunth)
sobre la linea celular Mda, representado en las graficas 13-A) Extracto de acetato
de etilo, 13-B) Extracto de hexano, 13-C) Extracto de metanol. Los resultados que
se muestran, son ensayos independientes de tres repeticiones. Las barras
representan la desviacion estandar de cada concentracion probada, asi mismo,

se sefala la Dlso de cada extracto probado.
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Sin embargo, al aumentar la dosis puede que esta viabilidad descienda o
quede constante. Evidentemente los extractos hexano y metanol tuvieron Dlso
mayores a 1000 pg/ML lo cual reflejaron un efecto citotoxico menor sobre dicha

linea.

El estudio de viabilidad celular mostré que los extractos de Gnaphalium
viscosum (Kunth) de hoja presentaron un mayor efecto citotoxico respecto a los
extractos de flor. Asi mismo, los resultados mostraron que en ambas lineas
celulares se presentd un efecto dosis-dependiente; observandose que el extracto
metandlico de hoja fue el que presentd mayor efecto citotoxico sobre la linea celular
Mda, aunque menor pero significativo, el extracto acetato de etilo y hexanico
también mostraron actividad citotéxica; en contra parte, la linea celular SiHa fue mas

susceptible a la citotoxicidad del extracto hexanico hoja y acetato de etilo flor.

La citotoxicidad de los extractos tuvieron comportamientos diferentes lo cual
se manifesté de manera significativa sobre las dos lineas celulares; una posible
explicacion a este resultado es debido a la concentracién y composicion de los
metabolitos secundarios que tiene la planta G.viscosum (Kunth). Los estudios
fitoquimicos que se realizaron en este trabajo da evidencia a la presencia de
diversos de ellos como, las saponinas, taninos y compuestos fendlicos; asi mismo,
en el presente estudio se observé que los extractos de flor fueron los que obtuvieron
mayor contenido de taninos y fenoles, sin embargo, los extractos de hoja
presentaron en los tres disolventes, un menor pero significativo contenido de
dichos compuestos, la presencia de estos elementos vegetales en los extractos
pudieron haber tenido un efecto relevante sobre la viabilidad celular, esto se hace
evidente con el estudio fitoquimco realizado por Santana et al. (1999) donde
muestra la presencia de compuestos polifendlicos y un alto contenido de taninos del
extracto acuoso de Pinus caribaea, menciona que la presencia de estos
compuestos, pueden ser responsables de interacciones entre polifenoles vy
proteinas importantes en el proceso de viabilidad celular; esta interpretacién se
sustenta con el trabajo realizado por Ramos et al. (1998) donde menciona que los
taninos han sido los principales responsables de la interaccion de fitocomponentes

de los extractos vegetales con proteinas, esta propiedad se debe a la gran cantidad
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de grupos hidroxilo fendlicos presentes en su estructura la cual facilita la formacion
de puentes de hidrogeno entre estos grupos y el oxigeno del grupo carbonilo de los
enlaces peptidicos, dicho proceso podria llegar a tener relaciones sinérgicas entre
polifenoles y proteinas los cuales son importantes en el proceso de viabilidad
celular, ademas, reportes previos han indicado que los acidos fendlicos poseen

actividad anticancerigena (Wiseman, 2008).

Por otra parte, el contenido de saponinas podrian contribuir al efecto
citotoxico sobre las lineas celulares ya que se han reportado efectos citotdéxicos de
estos compuestos sobre las lineas tumorales A549, Hela, HL-60, KB, Sparg et al.
(2004); autores como Pereira et al. (2009) fundamentan la presencia de estos
compuestos en las hojas de las plantas, esta interpretacion se sustenta con obtenido
por Hernandez Sosa et al. (2013) donde obtuvo contenido de saponinas en los
extractos acuosos de hoja de Trichilia hirta y atribuyé el efecto citotdxico que mostro
sobre células de melanoma humano (SK-mel-3) y adenocarcinoma humano de
mama (T-47D); en este estudio el extracto metandlico de flor fue el unico que
presentd contenido de saponinas, sin embargo, no se le puede atribuir totalmente
el efecto citotdxico que se obtuvo sobre las lineas celulares estudiadas, ya que los
extractos metandlicos de flor obtuvieron menor citotoxicidad, la presencia de
saponinas en las diferentes estructuras morfolégicas de las plantas, podria ser
debido a que las plantas pertenecen a diferente familia, asi como, a las condiciones
externas en las que se encuentra cada especie. Ademas, cabe destacar que de
acuerdo a la literatura algunas companias farmacéuticas evitan las saponinas en
los ensayos clinicos por considerarlas “moléculas que distraen”de los intentos de

encontrar compuestos con verdadera actividad antitumoral (Mann, 2002).

La actividad antioxidante y citotoxica que presentaron los extractos, sugiere
que la planta que la planta G. vicosum (Kunth) posee metabolitos con caracteristicas
polares, con potencial para captar radicales libres y disminuir el porcentaje de
viabilidad en las células malignas; esto se muestra en los resultados obtenidos,
debido a que los extractos de hoja y flor de G. vicosum (Kunth) obtuvieron actividad
antioxidante y citotoxica significativa. Esto se hace evidente con la investigacion ya

mencionada por Montiel-Ortega, (1999) donde aislé al flavonoide 5-hidroxi-3,7-
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dimetoxi-flavona a partir de los extractos de las hojas y flores de G. Viscosum
(Kunth), este compuesto ha sido estudiado por poseer actividad antiinvasiva, lo
obtenido por este autor se comprueba con el estudio realizado por Parmar et al.
(1997) donde menciona que dicho compuesto secundario posee actividad anti-
invasiva en células de adenocarcinoma de mama (linea MCF-7); de acuerdo a lo
reportado, se ha demostrado la accion anti-proliferativa y anti-carcinogénica, asi
como el papel de agente quimiopreventivo de los flavonoides, que ha teniendo
grandes efectos de inhibicion frente a células cancerigenas en humanos como en
glandula mamaria y ovario (Hertog et al. 1992; Hertog et al. 1993; Martinez-Florez
et al. 2002); en los resultados obtenidos, el extracto acetato de etilo y metandlico de
flor fueron los que presentaron una actividad antioxidante y contenido de
compuestos fendlicos significativa, estos ultimos estan relacionados con la
capacidad antioxidante, sin embargo, cabe sefalar que aunque atribuyeron un
efecto en la inhibicién de radicales no se le puede atribuir completamente a estos
compuestos el efecto citotoxico que tuvieron sobre dichos extractos, debido a que
fueron los que presentaron Dlso mayores en las dos lineas celulares estudiadas, asi
como menor capacidad para inhibir el porcentaje de viabilidad celular; en contra
parte, los extractos de hoja fueron los que presentaron menor cantidad de
compuestos fendlicos, cantidad que no tuvo relacion con el efecto antioxidante que
obtuvieron, sin embargo, estos extractos mostraron mayor citotoxicidad en la linea
celular Mda, no obstante, se observd que aunque el extracto hexanico de hoja tuvo
menor inhibicidn en ambos radicales, comparado con el extracto acetato de etilo y
metandlico, fue uno de los extractos que presentd un efecto citotoxico considerable
en ambas lineas celulares. Como se observo la citotoxicidad de los extractos se
manifestd de una manera desigual en cada linea celular, una posible explicacion a
estos efectos es debido a que la planta G. viscosum (Kunth) al presentar diversos
fitocomponentes en las hojas y flores, estos son selectivos en su funcion, ya que de
acuerdo a los resultados se podria decir que el flavonoide que posee esta planta,
esta actuando en la citotoxicidad de los extractos de hoja y flor sobre ambas lineas
celulares, y que ademas esta teniendo un efecto especifico en la linea celular Mda
que en la linea celular SiHa, de acuerdo a Vernhes et al. (2010), la posible
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explicacion a este resultado es que los fitocomponentes presentes en la planta
tienen un blanco de accion molecular, desencadenando asi procesos que inhiben la
division celular o conlleven a la muerte celular; entonces, se podria deducir que los
compuestos encontrados mayoritariamente en la flor como los compuestos fendlicos
y taninos estan teniendo su blanco molecular sobre la actividad antioxidante que

se obtuvo.

En el trabajo realizado por Alarcon-Garcia et al. (2013) evidencié que la
mayor actividad antioxidante y citotoxica la obtuvo de las inflorescencias y no de las
hojas de los extractos y fracciones de Gnaphalium meridanum, sin embargo, en el
estudio realizado por Callacondo-Riva et al. (2008) empleé extractos de
Gnaphalium spicatum utilizando las cuatro partes morfologicas (hojas, tallo, flores
y raiz), observo que el extracto de raiz fue el que presentd un perfil citotoxico; los
trabajos anteriores, incluyendo el de este estudio obtuvieron resultados diferentes a
pesar de que se utilizé el mismo género de planta, esta diferencia quiza pueda
deberse a diversos factores como: los tiempos de recoleccion, procesamiento de
los extractos, los diferentes compuestos activos, las acciones sinérgicas y
antagonicas de los compuestos, las diferencias entre las lineas celulares, las
técnicas de citotoxicidad empleadas, las diferencias entre las regiones de colecta,
entre otros. De acuerdo a Bedascarrasbure et al. (2004) la diferencia de actividad
bioldgica y concentracion de los compuestos secundarios dependeran del tipo de
planta en la cual se llevo la recoleccion, asi como las variaciones abidticas de la

region en la que se encuentren.

Los resultados de este trabajo destaca que las plantas pertenecientes a la
familia Asteraceae y al género Gnaphalium poseen abundancia de metabolitos
secundarios, su funcionalidad de estos ha sido causa de diversas investigaciones
para contrarrestar el estrés oxidativo lo cual se relaciona directamente con la

capacidad antitumoral y anticancerigena.

Como se observd en los resultados, el perfil fitoquimico y citotoxico de
extractos de hojas y flores Gnaphalium viscosum (Kunth) presenté en su mayoria
resultados positivos en las pruebas, como la capacidad citotoxica de los extractos

de hoja y flor sobre ambas lineas celulares, asi como su disminucion en la poblacion
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celular hace que el uso de esta planta sea candidata para poder tener aplicaciones
clinicas para combatir el cancer; con ello se da evidencia de la actividad

anticancerigena que tiene la planta en la medicina tradicional mexicana.

Cabe destacar que el presente trabajo es el primer estudio fitoquimico y
citotoxico que se realiza en la especie Gnaphalium viscosum (Kunth), lo cual es una
gran contribucién para la medicina tradicional mexicana, asi como, para dar a
conocer una nueva alternativa natural. Seria de gran interés que futuros estudios
sigan evaluando las propiedades de esta especie, asi mismo, poder probar la
citotoxicidad en otras lineas celulares, y continuen trabajando con otras partes
morfoldgicas de la planta, eso contribuiria a obtener mas conocimiento en el tema
ya que podria encontrarse mas principios activos que pueden ser fuente de nuevas

sustancias anticancerigenas.
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VIIII.CONCLUSIONES.

Los extractos de hoja y flor Gnaphalium viscosum (Kunth) son antioxidantes
y citotoxicos.

Los extractos de hoja Gnaphalium viscosum (Kunth) poseen actividad
antioxidante, teniendo una mayor captacion hacia el radical ABTSe+.

Todos los extractos evaluados de Gnaphalium viscosum (Kunth) presentan
metabolitos secundarios.

Todos los extractos de flor mostraron mayor concentracion de taninos y
fenoles.

La presencia de saponinas solo se encontré en el extracto metandlico de
hoja.

La actividad antioxidante estuvo relacionada con el contenido de
compuestos fendlicos totales determinados en los extractos; mostrando una
mayor correlacién los extractos metandlico y acetato de etilo flor.

El extracto metandlico de hoja fue el extracto con mayor efecto anti-
carcinogeénico en la linea celular Mda, siendo el extracto hexanico de flor el
que menor efecto mostro.

El extracto hexanico de hoja fue el extracto con mayor efecto anti-
carcinogénico en la linea celular SiHa, mientras que el extracto con menor
efecto fue el extracto de acetato de etilo hoja.

El extracto metandlico de hoja de G. viscosum (Kunth) fue el que obtuvo una
menor Dlso (238.5 pg/mL), mientras que el extracto hexanico de flor fue el
que mostrd una mas alta Dlso (1855.17 ug/mL) sobre la linea celular Mda.
En la linea celular SiHa el extracto hexanico hoja de G. viscosum (Kunth) fue
el que presentd una menor Dlsp (346 pg/mL), mientras que el extracto
acetato de etilo hoja mostré mayor Dlso (1610 ug/mL).

La capacidad citotoxica de los extractos esta mas relacionada a la capacidad

antioxidante que presentaron.
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