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Resumen

Esta investigacion evaluo extractos metandlicos de Jatropha dioica, Solanum rostratum y Solanum
heterodoxum, para identificar si poseen actividad antioxidante o citotdxica ya que han sido plantas
utilizadas en la medicina tradicional mexicana por sus efectos terapéuticos. Los extractos se
obtuvieron mediante maceracion seguido de reflujo, método que permitié un enriquecimiento de
metabolitos presentes; a través de las pruebas de capacidad antioxidante como ABTS«+ y DPPH
se demostrd los distintos niveles de capacidad antioxidante que posee cada extracto, destacando
raices de J. dioica RJ como el mas eficiente en la neutralizacion de radicales libres; por otro lado,
en la cuantificacion de compuestos fendlicos, RJ presentd mayores niveles de fenoles totales,
taninos y antocianinas, mientras que S. rostratum y S. heterodoxum mostraron un contenido
significativo de flavonoides. En cuanto a la actividad citotoxica se utilizo la linea celular SiHa
(cancer cervicouterino), se observd que los extractos exhibieron un efecto dosis-dependiente,
reduciendo progresivamente la viabilidad celular, sin embargo, S. heterodoxum (Sr) mostré mayor
toxicidad en comparacion con las otras plantas. Este Gltimo se particiond en butanol y hexano,
observandose que la particion en hexano presentd mayor citotoxicidad a concentraciones bajas
(Clso pg/mL: 50.34 24h, 34.14 48h, 25.96 72h), sugiriendo que compuestos no polares son los
principales responsables de este efecto. Los resultados apoyan la importancia de estas plantas
como fuentes de compuestos bioactivos con potencial farmacologico, especialmente en el
desarrollo de antioxidantes y agentes antitumorales. Este estudio contribuye al conocimiento de la
medicina tradicional mexicana, aunado de generar nuevas perspectivas para el disefio de
tratamientos complementarios contra enfermedades como el cancer cervicouterino, promoviendo

la innovacién biomédica y el aprovechamiento sustentable de los recursos naturales de México.



1 INTRODUCCION

En el campo de la biomedicina, existe un interés creciente por descubrir metabolitos secundarios
sintetizados por las plantas, los cuales incluyen alcaloides, terpenos, compuestos fendlicos,
saponinas, polisacéridos bioactivos y quinonas; estas familias de metabolitos han demostrado
propiedades medicinales como antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas (1-4). Los
metabolitos de plantas podrian contribuir al desarrollo de terapias menos invasivas para
enfermedades de interés en salud publica, entre ellas el cancer, considerado una de las tres de
mayor prevalencia a nivel mundial (5); en México, el cancer cervicouterino se posiciona como la
segunda causa de muerte por displasias en mujeres (6), aunado a que los tratamientos
convencionales, aunque efectivos en algunos casos, suelen ser invasivos, ocasionando efectos
adversos en el organismo. Es por esto que, la investigacion quimica de plantas, como Jatropha
dioica y Solanum spp, podrian generar alternativas de tratamientos para enfermedades cronicas,

como el cancer (7, 8).
2 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

2.1 GENERALIDADES

2.1.1 Meéxicoy el conocimiento herbolario

Registros arqueoldgicos de las civilizaciones mas antiguas alrededor del mundo evidencian la
relacion intrinseca entre las plantas y los seres humanos, demostrando que a lo largo de la historia
se han utilizado con diversos fines, como el medicinal, alimenticio y ornamental (9). Actualmente,
México es considerado uno de los paises con mayor conocimiento en herbolaria a nivel mundial
(20); sin embargo, aun faltan estudios cientificos que avalen el uso terapéutico de muchas plantas
catalogadas como medicinales. El herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
cuenta con un registro de aproximadamente 4,500 especies con propiedades curativas; no obstante,
solo al 5% de ellas se les han realizado analisis fitoquimicos detallados (11), esto se debe a que
gran parte del conocimiento sobre medicina tradicional tiene su origen en las culturas
prehispanicas (12). ElI conocimiento herbolario ancestral se desarrolld6 mediante la imitacion,
intuicion y repeticion de experiencias (13); en la actualidad, estos criterios empiricos han sido
complementados y validados mediante analisis cientificos, para asi respaldar el uso de extractos e

infusiones de plantas, que son los métodos mas utilizados en esta medicina alternativa (14).



2.1.2 Mecanismo de las infusiones terapéuticas

Los tés o infusiones de plantas se han utilizado como medicina de manera empirica; actualmente,
gracias a la ciencia, se sabe que sus efectos en la salud se deben a los compuestos quimicos
presentes en tallos, hojas y raices, que pueden ser extraidos a través de procesos quimicos y fisicos
(15). Cuando se preparan infusiones, el agua actiia como solvente polar, permitiendo la disolucion
de compuestos idnicos y polares mediante enlaces de hidrégeno; este proceso de solubilizacion es
fundamental, ya que muchos compuestos con potencial terapéutico y otros metabolitos
secundarios, se disuelven en agua y pueden ser facilmente absorbidos en el cuerpo humano (16).
Nuestro organismo opera en un ambiente acuoso, lo que permite que los compuestos polares
presentes en las infusiones se integren de forma efectiva en los fluidos bioldgicos, mejorando su
biodisponibilidad y facilitando su transporte a través de membranas celulares hasta los sitios donde
ejercen su accion terapéutica (17). Esta compatibilidad con los medios acuosos del cuerpo humano
también favorece su eliminacion, reduciendo el riesgo de acumulacion toxica y promoviendo una
excrecion eficiente (18); por ello, el consumo de infusiones representa un método accesible para
aprovechar las propiedades beneficiosas de las plantas medicinales, optimizando la solubilidad,

estabilidad y biodisponibilidad de sus compuestos bioactivos.

2.1.3 Importancia de los metabolitos secundarios en biomedicina

Los compuestos derivados del metabolismo secundario de las plantas se producen en respuesta a
factores ambientales o al estrés (19); ademas, han despertado un interés en la biomedicina debido
a sus propiedades en la salud humana, mostrando en algunos casos potencial terapéutico, ejemplos
de ellos son los taninos, antiocianinas, flavonoides, fenoles, alcaloides, terpenos, saponinas, etc.,
mientras que las propiedades farmacologicas que mas se destacan son las antioxidantes,
antiinflamatorias, antimicrobianas y anticancerigenas (20). Debido a estas caracteristicas, los
metabolitos secundarios de plantas representan diversas posibilidades para la creacién de nuevos
farmacos que ayuden en el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas, como es el cancer
(21). Analizar estos biocompuestos puede ayudar a comprender sus mecanismos de accion vy, de
esta manera, desarrollar alternativas terapéuticas mas seguras y eficaces en comparacion con los

tratamientos convencionales actuales (22).



2.1.4 Principales metabolitos con interés biomédico

Dentro de los compuestos antioxidantes destacan los compuestos fendlicos las estructuras
quimicas se pueden apreciar en la Figura 1, los cuales presentan abundantes grupos hidroxilo
unidos a estructuras aromaéticas, lo que les permite neutralizar radicales libres y reducir el estrés
oxidativo (23, 24).

Los taninos son metabolitos con alto peso molecular, gran nimero de grupos hidroxilo capaces de
formar puentes de hidrégeno con proteinas lo que les permite modular respuestas bioldgicas,
investigaciones han reportado actividad antioxidante, antimicrobiana y ademéas de una gran

capacidad para unirse a proteinas (25,26).

Los flavonoides presentan tres anillos aromaticos que dependiendo la variacion en oxidacién o
sustitucion determina las diferentes clases de flavonoides y sus efectos en el organismo, como la
inhibicion de enzimas generadoras de radicales libres, o de captura directa de estos, regeneracion

de otros antioxidantes endogenos o incluso quelacion de metales (27).

Los &cidos fenolicos, como el acido cafeico y el acido galico, ejercen su accién antioxidante
gracias a la reactividad del grupo hidroxilo (-OH) presente en su anillo aromatico; aunque pueden
participar en distintos mecanismos, se considera que su mecanismo se basa en la neutralizacion de
radicales libres mediante la donacion del electron, estabilizando a las especies reactivas y

previniendo el dafio oxidativo celular (27).

Los terpenos, la mayoria son caracterizados por su estructura de unidades de isopreno como se ve
en la Figura 2, dandoles la cualidad lipofilica y de bajo peso molecular, que les permite interactuar
facilmente con las membranas celulares, demostrando propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas e incluso anticancerigenas; también, existen otros terpenoides conjugados con
grupos polares o azucares que les confieren cierta polaridad, estos también tienen
biodisponibilidad ya que pueden influir en proteinas, enzimas e incluso en las estructuras quimicas

de los canales de membrana (28).

Los alcaloides son compuestos organicos que se caracterizan por su caracter basico atribuido a la
presencia de atomos de nitrogeno, generalmente localizados dentro de un anillo heterociclico,
aunque algunos tipos los presentan en cadenas laterales; estas moléculas poseen bajo peso
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molecular, son sélidas y su solubilidad varia con el pH. Segun su origen biosintético, los alcaloides
se clasifican en alcaloides verdaderos, derivados de amino&cidos con nitrégeno dentro del anillo;
protoalcaloides que a diferencia con los anteriores, estos poseen el nitrégeno fuera del anillo; y
pseudoalcaloides, cuya estructura contiene nitrégeno aungue no provienen de aminoacidos, sino
que se forma por transaminacion o incorporacion posterior. Esta variabilidad estructural determina
sus propiedades farmacoldgicas, ya que los anillos heterociclicos con nitrégeno les permiten
interactuar con enzimas, proteinas y receptores celulares, generando una gama de efectos
biol6gicos; como acciones analgésicas, anestésicas, estimulantes, antiespasmaodicas,

anticancerigenas o neuroactivas (29).

Las saponinas son un grupo amplio de glucosidos ampliamente distribuidos en las plantas
superiores, caracterizados por sus propiedades tensioactivas que las distinguen de otros
compuestos del mismo tipo, estas moléculas se disuelven en agua formando soluciones coloidales
capaces de generar espuma al ser agitadas. Su estructura general estad compuesta por un aglicon de
naturaleza esteroidal o triterpenoide y una fraccion de azlcares (aglicona) unida por enlaces
glicosidicos, lo que les confiere una naturaleza anfipatica; esta diversidad estructural se asocia con
su amplia gama de actividades biologicas, que incluyen propiedades hemoliticas, moduladoras de
membranas y potencial citotoxico selectivo, lo que las convierte en compuestos de alto interés

farmacologico y biotecnolégico (30).

Todos estos metabolitos secundarios ofrecen funciones en la salud humana, por lo que las plantas

pueden ser recursos valiosos en el desarrollo de nuevas terapias.

OH
OH

Figura 1 Estructura quimica de compuestos fendlicos mas comunes en plantas a) Taninos
b) Antocianinas c) Flavonoides d) Fenol simple



Figura 2 Estructuras quimicas de metabolitos lipofilicos
a) Terpenos b) Alcaloides c) Saponinas

2.2 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

2.2.1 Cancer

El crecimiento y la reproduccion celular en el cuerpo humano son procesos naturales regulados
por la division celular y la apoptosis, que permiten la regeneracion y reemplazo de células dafiadas
(31); sin embargo, cuando este equilibrio se altera, células anomalas comienzan a proliferar
descontroladamente, formando tumores que pueden ser benignos o malignos (32) los cuales han
mostrado la capacidad de invadir tejidos cercanos y propagarse a otras areas del cuerpo en un

proceso conocido como metastasis, caracteristico del cancer maligno (33).

El desarrollo del cancer estd asociado con alteraciones genéticas que afectan el crecimiento y la
division celular; estas alteraciones pueden surgir por mutaciones heredadas o adquiridas por
factores ambientales, como las inducidas por compuestos toxicos en el humo del tabaco,
contaminacion ambiental o por la radiacion ultravioleta (34). Con la edad, la capacidad del
organismo para eliminar células con ADN dafiado disminuye, aumentando asi el riesgo de
desarrollar algun tipo de cancer (35), ademas, los factores epigenéticos influyen en la metilacién
del ADN y la modificacion de histonas, lo que también desempefia un papel crucial en la

carcinogénesis (36).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cerca de un tercio de las muertes por cancer
estan relacionadas con factores de estilo de vida, como el consumo de alcohol, tabaco,
sedentarismo, mala alimentacion e infecciones virales oncogénicas, como las causadas por los
virus de la hepatitis o el papiloma humano, que son responsables de alrededor del 30% de los casos

en paises de ingresos bajos y medios (37).



En la poblacion femenina de México, el cancer cervicouterino representa una de las mayores
preocupaciones de salud publica, ya que, segun las Gltimas estadisticas, es la segunda causa de
muerte por displasias, con una diferencia del 5.8% respecto a la tasa de incidencia del cancer de
mama. Cada afio, se registran miles de nuevos casos y muertes relacionadas con esta enfermedad,

lo que subraya la importancia de fortalecer los esfuerzos de prevencion y tratamiento en el pais

(6).

2.2.2 Cancer cervicouterino

El cuello uterino (denominado cérvix, que en latin significa cuello) es una seccién estrecha y
cilindrica del atero, con una longitud promedio de 2 a 4 cm en mujeres adultas, que conecta la
parte inferior del Utero con la vagina; esta estructura esta revestida por diferentes tipos de epitelio:
el canal endocervical estd cubierto por epitelio glandular, mientras que el exocérvix tiene un
revestimiento de epitelio escamoso; ambos tipos de epitelio se encuentran en la union escamo-

columnar, una zona clave en la patogénesis del cancer cervicouterino (38).

El diagndstico de cancer cervicouterino es uno de los mas relevantes en ginecologia, en 1947 se
observo que el cancer cervical invasivo podia curarse mediante cirugia no radical cuando era
detectado microscopicamente; sin embargo, en las Gltimas decadas, las definiciones y los
tratamientos han evolucionado de manera significativa. Desde la década de 1960, se han
modificado los criterios para el carcinoma invasivo en estadio temprano del cuello uterino, ya que

este drgano es particularmente accesible para el diagndstico y la intervencion terapéutica (39).

Aunque la causa exacta del cancer de cuello uterino no se conoce completamente, se ha
identificado una fuerte asociacion entre esta enfermedad y la infeccion por el virus del papiloma
humano (VPH), especialmente los tipos 16 y 18, que se encuentran con frecuencia en casos de
cancer cervical invasivo. La persistencia de la infeccion por VPH en la zona de transformacion
cervical puede inducir mutaciones que desencadenan la progresion hacia el cancer (40), ademas,
otros factores de riesgo incluyen el tabaquismo, la inmunosupresion, el uso prolongado de

anticonceptivos orales y la multiparidad (41).

La prevencion del cancer cervicouterino se ha centrado en la vacunacion contra el VPH y en

programas de deteccion temprana, como la citologia cervical (Papanicolaou) y la prueba de ADN



del VPH; estos métodos han demostrado ser efectivos para reducir la incidencia y mortalidad por
esta enfermedad en paises con programas de cribado bien establecidos (42), sin embargo, en paises
de ingresos bajos y medios, como México, el acceso a estas herramientas de prevencion sigue

siendo limitado, lo que contribuye a las altas tasas de mortalidad (43).

2.2.3 Tratamientos convencionales y complementarios para el cancer

Los tratamientos convencionales para el cancer incluyen principalmente la cirugia, la radioterapia
y la quimioterapia, métodos que han sido efectivos en la eliminacién o reduccién de tumores; sin
embargo, su aplicacion puede conllevar efectos secundarios significativos, como dafio a las células
sanas y una disminucién en la calidad de vida del paciente debido a su naturaleza invasiva (44).
La cirugia es a menudo el primer enfoque para tumores solidos localizados, mientras que la
radioterapia utiliza radiacion ionizante para destruir células cancerosas y reducir el tamafio de los
tumores (45); por otro lado, la quimioterapia emplea farmacos citotoxicos que actuan sobre células
de répida division, pero también afecta a células sanas, lo que provoca efectos adversos como

nauseas, fatiga y supresion del sistema inmunologico (46).

A medida que el tratamiento convencional continta siendo la opcion principal, muchos pacientes
buscan alternativas o complementos que puedan reducir los efectos adversos o mejorar los
resultados de los tratamientos convencionales (47). En respuesta a esta necesidad, cada vez mas
pacientes recurren a la medicina alternativa y complementaria, especialmente al uso de plantas
medicinales. De hecho, estd documentado que el 30% de los pacientes con cancer en México
utilizan plantas medicinales como parte de su tratamiento, lo cual subraya la relevancia de la
medicina tradicional en la cultura mexicana (48, 49). Estas préacticas alternativas no solo estan
influenciadas por factores socio-culturales, sino también por consideraciones econémicas, ya que
el acceso a tratamientos convencionales puede ser limitado para ciertos sectores de la poblacion
(14).

Estudios etnofarmacoldgicos han documentado mas de 3,000 especies de plantas con propiedades
anticancerigenas en todo el mundo y la investigacion biomédica actual se centra en identificar los
metabolitos secundarios responsables de esta actividad para integrarlos en tratamientos que puedan

complementar las terapias convencionales (4).



Diversas especies de plantas han sido objeto de investigacion debido a sus aplicaciones
terapéuticas tradicionales y potenciales propiedades anticancerigenas, como, por ejemplo:

e Annona muricata (guandbana): Conocida por sus usos en el tratamiento de hipertension,
diabetes, infecciones y cancer; entre sus compuestos bioactivos se destacan las
procianidinas, epicatequinas, quercetinas y kaempferol, los cuales poseen propiedades
antioxidantes (50).

e Castilleja tenuiflora (garafiona): Nativa de México y el sur de Estados Unidos,
tradicionalmente utilizada para tratar cancer, inflamaciones y trastornos gastrointestinales
(51).

e Lippia graveolens (orégano mexicano): Ha sido empleada en la medicina tradicional para
afecciones relacionadas con microorganismos e inflamaciones; sus compuestos activos
incluyen carvacrol, timol y diversos flavonoides como quercetina, pinocembrina y
galangina (52).

e Tithonia diversifolia: Ha sido usada para tratar condiciones como diabetes, diarrea y
hepatitis, y contiene alcaloides, taninos, flavonoides y terpenoides, compuestos que

contribuyen a su actividad farmacoldgica (53).

La medicina tradicional mexicana ha trabajado con diversas plantas que varian segun las regiones,
aunque muestran un prometedor potencial medicinal, aun se requiere investigacion adicional para
evaluar exhaustivamente su toxicidad y composicion completa, lo cual podria abrir la puerta a
nuevos tratamientos oncoldgicos (3); por ello, es necesario contribuir al estudio fitoquimico de las

especies registradas con usos medicinales, como J. dioica, S. rostratum y S. heterodoxum.



2.2.4 Jatropha dioica

Es un arbusto de la familia Euphorbiaceae, se distribuye en México desde Chihuahua hasta Oaxaca,
es abundante en éareas de matorral xero6filo, bosques tropicales caducifolios y pastizales a altitudes
de 2350 a 2550 metros (54); como se puede ver en la Figura 3 su tallo es carnoso y flexible, el
principal atractivo de esta planta es que al interior de sus tallos, posee latex incoloro, sus ramas
rojizas y hojas pequefias, generalmente con venacion visible, crecen de forma espatulada u
obovada. Las flores masculinas presentan un caliz de 3-3.5 mm y una corola blanquecina con 10
estambres, mientras que las flores femeninas tienen un ovario con léculos y estilos, el fruto es casi

esférico, contiene una sola semilla subesférica y café (54).

A Figura 3 Planta Jatropha dioica
a) Tallo de Jatropha dioica b) Parte aérea de la planta.
Fuente: iNaturalist (observacion de usuario annayorke, 2023). Licencia CC BY-NC.

En México, J. dioica es conocida coloquialmente como "Sangre de drago” debido a su latex que,
al contacto con el aire, adquiere un color rojizo similar a la sangre, este latex ha sido utilizado
tradicionalmente con propiedades astringentes y se emplea en la medicina popular para prevenir
la caida del cabello, tratar varices y aliviar infecciones cutaneas mediante bafios y cataplasmas
(55). La actividad terapéutica de J. dioica se asocia con sus compuestos bioactivos, ya que segun
la bibliografia en sus raices se han identificado diterpenos como citlalitriona y jatrofona, asi como
el beta-sitosterol, el cual ha mostrado efectos antiproliferativos sobre lineas celulares de cancer de
colon, mamay prostata (56). Estudios también han demostrado que el beta-sitosterol puede inhibir
el crecimiento y promover la apoptosis en células de cancer de estomago (57), ademas, la planta
contiene saponinas que han demostrado efectos citotoxicos in vitro pues logran inducir apoptosis
en células tumorales y reducen la angiogénesis, lo que contribuye a su potencial como tratamiento
anticancerigeno (58). Por otro lado, los alcaloides extraidos de J. dioica han mostrado actividad

citotoxica contra células Hacat, A431 y AGS, asi como propiedades antirretrovirales que inhiben



el VIH-1 pseudotipado (59), asimismo, el latex presente en los tallos es rico en taninos, compuestos
fendlicos reconocidos por su actividad antioxidante y su vasta bioactividad en organismos (60,61).

2.2.5 Género Solanum

El género Solanum incluye especies ampliamente distribuidas y adaptadas a una variedad de
habitats, muchas de las cuales poseen adaptaciones especiales que les permiten prosperar en
entornos alterados por la actividad humana, esta resiliencia, comdn en las malezas, convierte a
algunas especies de Solanum en modelos valiosos para estudios de ecologia evolutiva y de
tolerancia ambiental. En México, se encuentran las plantas de Solanum rostratum y Solanum
heterodoxum, ambas son comunes en diversas regiones del pais, estas especies se han adaptado a
suelos pobres y areas antropogénicas, como vias de ferrocarril y terrenos agricolas, donde la
presion de seleccion, aunada a las alteraciones del entorno, impulsa su supervivencia y

propagacion (62).

Solanum rostratum, conocida como "duraznillo™ o "espina amarilla,” es una planta posiblemente
nativa de México que se encuentra en climas calidos y templados, a altitudes desde el nivel del
mar hasta los 2450 metros. Se distribuye en estados como Aguascalientes, Ciudad de México,
Hidalgo, y Oaxaca, creciendo en areas de matorral xerofilo y bosques tropicales caducifolios (62),
es reconocida en la medicina tradicional por su uso en el tratamiento de problemas renales,
digestivos y respiratorios, aunque los estudios farmacoldgicos y toxicologicos formales de sus
propiedades son aun limitados (63). En estudios fitoquimicos, se ha identificado en S. rostratum
la presencia de fenilpropanoides, compuestos con efectos antiproliferativos in vitro contra células

de hepatoma, induciendo apoptosis en células HepG2 y Hep3B (64).
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Solanum heterodoxum, también es una especie nativa del sur de los Estados Unidos y México, se
encuentra en hébitats como matorrales y pastizales a altitudes entre 2250 a 2450 metros. Su
distribucion en México incluye estados como Hidalgo, Chihuahua, Durango, y Veracruz (63,65),
aungue S. heterodoxum ha sido menos investigada en comparacion con S. rostratum, su presencia
en areas perturbadas y su tolerancia a condiciones ambientales dificiles la convierten en un
organismo de interés para estudios de malezas adaptativas; la falta de estudios in vitro en esta
especie representa una oportunidad para ampliar el conocimiento sobre las malezas de México, asi

como su potencial farmacoldgico (66).

- -

Figura 4 Plantas Solanum a) Parte aérea de Solanum heterodoxum; b) Flor de S. rostratum;
c) Flor de S. heterodoxum.
Fuente: iNaturalist (observaciones de usuarios gardenerofeden, 2021; alfonsoperezgutierrez,
2023; ficha taxondmica de iNaturalist, 2025).
Licencia CC BY-NC.

2.2.6 Busqueda de nuevas terapias contra el cancer

Las plantas medicinales han sido una fuente constante de compuestos bioactivos en la medicina
tradicional, actualmente, contintan ocupando un lugar destacado en la investigacion de nuevas
moléculas con potencial terapéutico (67,68). Los compuestos derivados de plantas han demostrado
su eficacia en el tratamiento de diversas enfermedades, incluidas las infecciones bacterianas, los
trastornos inflamatorios y, especialmente, el cancer (69), a medida que avanzan los enfoques de
quimioprevencion, nuevos compuestos vegetales han mostrado la capacidad de dirigirse a genes
especificos asociados con la carcinogénesis, interrumpiendo el crecimiento y proliferacion de

células malignas de forma selectiva (70).

Actualmente, se han aprobado mas de 140 farmacos anticancerigenos para tratar diversos tipos de
cancer; sin embargo, aun existe una necesidad urgente de desarrollar terapias mas efectivas para
aquellos tumores que no responden adecuadamente a los tratamientos convencionales (22).
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Aunque procedimientos como la quimioterapia radioterapia, inmunoterapia, terapia hormonal y
cirugia han sido efectivas en ciertos tipos de cancer, su aplicacion conlleva efectos secundarios
que afectan tanto a células tumorales como a células sanas de crecimiento rapido, como las de la
médula dsea, las raices del cabello y las mucosas del sistema digestivo y reproductor (44). En el
caso de la quimioterapia, los efectos adversos incluyen fatiga, pérdida de cabello, disfuncién
gastrointestinal y reproductiva, variando su impacto segln la respuesta individual de cada paciente
(47).

Debido a estos efectos secundarios y los costos elevados de los tratamientos convencionales se ha
intensificado la basqueda de terapias alternativas mas seguras, especificas y asequibles, como las
que podrian ofrecer los recursos naturales, ya que representan una oportunidad en esta direccion,
pues se estima que mas del 60% de los farmacos antineoplasicos actuales tienen su origen, directo
0 indirecto, en compuestos derivados de plantas (21). Los compuestos de origen vegetal
representan una fuente valiosa en la basqueda de terapias contra el cancer, ya que muchos de ellos
poseen citotoxicidad selectiva, es decir, son capaces de afectar principalmente a las células
tumorales sin dafar en igual medida a las células sanas; esta selectividad se debe a la capacidad de
ciertos metabolitos naturales como alcaloides, flavonoides, terpenos o saponinas, de interferir con
rutas metabolicas y sefiales de proliferacion que suelen estar alteradas en las células cancerosas,
como las asociadas al estrés oxidativo, la apoptosis o la regulacion del ciclo celular, lo cual resulta
crucial para el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos que minimicen el dafio a los tejidos

sanos (8).
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2.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Entre las plantas de interés en la medicina tradicional mexicana se encuentran Jatropha dioica,
Solanum rostratum y S. heterodoxum, las cuales han sido utilizadas para tratar algunas molestias
de salud ya sea internas o externas. Estudios fitoquimicos preliminares han identificado en estas
plantas compuestos bioactivos con potencial citotoxico en lineas celulares de cancer, tales como
el cancer de colon, mamayy proéstata (49). Sin embargo, su efecto especifico sobre células de cancer
cervicouterino, como la linea celular SiHa, ain no se ha estudiado a profundidad, especialmente

en el caso de Solanum heterodoxum, cuya investigacion in vitro es limitada.

El presente estudio se enfoca en evaluar los extractos metandélicos de Jatropha dioica, Solanum
rostratum y Solanum heterodoxum para conocer su actividad antioxidante y citotdxica en la linea
celular SiHa; al identificar concentraciones toxicas efectivas de los metabolitos presentes en estas
plantas, se podria avanzar en el desarrollo de alternativas terapéuticas menos invasivas. Promover
estudios fitoquimicos contribuye a complementar el conocimiento tradicional existente en nuestro
pais, aprovechando los recursos naturales y sentando bases para opciones de tratamientos
oncologicos mas seguros, efectivos y menos invasivos en comparacion con las técnicas clinicas

utilizadas actualmente.
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3 JUSTIFICACION

Una rama de la biomedicina trabaja en la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas mediante
plantas medicinales, ya que pueden ser una fuente prometedora de compuestos bioactivos utiles;
muchos compuestos presentes en plantas han demostrado efectos terapéuticos. Este trabajo evalta
los extractos metandlicos de J. dioica, S. rostratum y S. heterodoxum y sus efectos antioxidantes
y citotoxicos en celulas SiHa, derivadas de cancer cervicouterino; de esta manera, se busca
contribuir al desarrollo de terapias naturales, seguras y selectivas provenientes de moléculas de
origen natural, debido a que las terapias actuales como quimioterapia y radioterapia presentan
graves efectos adversos como nauseas, vomito, alopecia, inmunosupresion, anemia, infertilidad,
dafos hepaticos, renales, cardiacos y neuroldgicos a largo plazo. Asi mismo, esta investigacion

promueve la innovacion biomédica a partir de recursos naturales abundantes en México.
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4

HIPOTESIS

Los extractos metanolicos de Jatropha dioica, Solanum rostratum y Solanum heterodoxum

presentan metabolitos secundarios que podrian tener actividad antioxidante y un efecto citotoxico

dosis dependiente en las células SiHa.

5

OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad citotoxica y antioxidante de extractos metandlicos de las plantas Jatropha

dioica, Solanum rostratum y Solanum heterodoxum.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)
3)
4)

5)

6)

Obtener los extractos de las plantas J. dioica, S. rostratum, y S. heterodoxum por maceracion
empleando metanol a reflujo.

Realizar un tamizaje preliminar cualitativo de los metabolitos presentes en los extractos.
Cuantificar espectrofotométricamente el contenido de compuestos fenolicos en los extractos.
Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de J. dioica, S. rostratum y S.

heterodoxum.

Evaluar la actividad citotdxica de los extractos sobre la linea celular SiHa.

Analizar estadisticamente la correlacién de los metabolitos con los resultados de la actividad

antioxidante y citotoxica.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Estudios fitoquimicos

6.1.1 Material vegetal

Se recolectaron ejemplares de Jatropha dioica, Solanum rostratum y Solanum heterodoxum en la
localidad de Tornacuxtla, municipio de San Agustin Tlaxiaca, Estado de Hidalgo, durante el mes
de diciembre de 2023. Los criterios de inclusion consideraron plantas maduras y en buen estado
fisioldgico, mientras que los criterios de exclusién incluyeron plantas secas, dafiadas o con signos
de infestacion por algln tipo de plaga; las especies fueron identificadas por el Dr. Manuel Ledesma
perteneciente al Area académica de biologia de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

6.2 Preparacion de la muestra

Una vez recolectadas las plantas se sometieron a un proceso de deshidratacion a 38°C por tres dias
en el horno Shel-Lab (EX6 ZZMFG Sheldon Manufacturing, INC, USA).

Después de la deshidratacion se trituraron en un molino manual, (Grano Cuerpo Hierro Estafiado
Wolfox Wf2541, Meéxico) y fueron guardadas en bolsas herméticas a temperatura ambiente hasta

SuU uso.

6.2.1 Obtenciodn de los extractos

Para realizar los extractos, se maceraron las plantas en metanol durante una semana agitandolas
esporadicamente, protegidos de la luz y el oxigeno; posteriormente, en un matraz bola de 5 | se
hizo una extraccion a reflujo en metanol a 35 C° por 2 h. Transcurrido el tiempo, cada extracto fue
recuperado por filtracion y evaporados a sequedad en un Rotavapor® semiautomatizado R-114

equipado con un bafo calefactor B-480 (Marshall-scientific, USA) a 35 C°.
6.3 Andlisis cualitativos de metabolitos
Preparacion del extracto seco

Antes de realizar las pruebas especificas, se rehidrat6 una parte del extracto seco con el disolvente

adecuado para facilitar las reacciones quimicas.
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Pruebas cualitativas
e Alcaloides

En tubos de ensayo se mezclaron 25 mg de los extractos secos con 5 mL de HCI al 10% y se
calentaron en bafio Maria a 60 °C durante 15 minutos, tras filtrar, se realizaron particiones con 5
mL de diclorometano, recolectando la fase organica. Para la deteccion cualitativa, se afiadieron 2
gotas del reactivo de Dragendorff a 1 mL de la fase &cida, observandose un precipitado anaranjado
como resultado positivo. Adicionalmente, se evaporaron 2 mL de la fase organica, se alcaliniz6
con NaOH al 10% y se calentd; el olor a amoniaco indica la presencia de aminas volatiles.

e Saponinas y esteroles

Se tomaron 25 mg de los extractos secos y se sometieron a hidroélisis en 2.5 mL HCI al 10%, se
concentraron con evaporacion y se extrajo el hidrolizado con 5 mL de cloroformo; para verificar
la presencia de sapogeninas (agliconas de saponinas), se realiz la prueba de Liebermann-Burchard
(Ac20 y H2S0O.) para esteroles y triterpenos, con el fin de identificar compuestos con nucleos
insaturados caracteristicos, observando cambios de coloracion como indicativo de un resultado

positivo.
e Cumarinas

Se tomaron 30 mg de extracto vegetal en 3 mL de metanol y se calentaron en bafio Maria por 10
min (para mejorar solubilidad), se tomaron dos muestras de 1 mL del extracto y se vertieron en
tubos de ensayo, a uno se le afiadieron 0.5 mL de NaOH al 10%, se agitd y se observé a luz UV,
si la muestra presentaba fluorescencia azul/verde brillante indicaba la presencia de estos
compuestos. Al otro tubo se mezclaron 1 mL de extracto y se afiadieron 2 gotas de AICls al 1% en
etanol, después de 2 min se observé si hubo fluorescencia amarilla indicando la presencia de

cumarinas con OH libres.
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e Antraquinonas

Se tomaron 30 mg del extracto seco y se mezclaron con 3 mL de benceno en un tubo de ensayo,
tras agitacion y separacion de fases, se extrajo la capa organica y se le afiadié 1 mL de KOH al
0.5 N. La aparicion de una coloracion rojo-rosada en la fase acuosa indicé un resultado positivo,

lo que sugiere la presencia de antraquinonas libres.
e Glicosidos cianogénicos

Se maceraron 20 mg de cada extracto vegetal en 2 mL de cloroformo en tubos de ensayo, se
calentaron en bafio Maria a 60 °C durante 20 minutos para favorecer la liberacién de HCN. En la
boca del tubo se colocd un papel de filtro impregnado con &cido picrico al 1% en carbonato de
sodio al 10%, sin contacto directo con la mezcla; la aparicion de una mancha rojiza en el papel
indico un resultado positivo para glicésidos cianogénicos, si el papel permanece sin alguna

coloracion, el resultado es negativo.

6.4 Cuantificacion de metabolitos en los extractos

6.4.1 Taninos

Los taninos condensados se determinaron por el método modificado de Vainillina-HCI de Price et
al. (1978). Su fundamento se basa en la reaccién de los taninos con la vainillina en medio &cido,
formando un complejo coloreado que se mide espectrofotométricamente. La vainillina reacciona
especificamente con los grupos flavan-3-ol de los taninos condensados, produciendo un color rojo
que se cuantifica a 500 nm; la catequina se utiliza como estandar porque es un flavan-3-ol
representativo de los taninos condensados (71). Para la prueba, se pesaron 9 mg de cada extracto
y diluyeron cada uno en 5mL de metanol, se agitaron por 1 vfcda temperatura ambiente y se
centrifugaron durante 30min a 2500rpm; Se preparé una curva de calibracion con catequina
(Sigma-Aldrich) como estdndar a concentraciones de entre 40 y 400pg/mL, con una R2>0.995. Se
tomaron 62.5 pL de los sobrenadantes de las extracciones, se le adicionaron 312 L de vainillina
al 0.5% en metanol acidificado y se dejaron reaccionar por 45 min a temperatura ambiente,
posterior a ello se ley6 la absorbancia a 500 nm en el espectrofotdmetro. Los resultados se reportan

como miligramos equivalentes de catequina por cada mL de muestra (mg catequina/ mL).
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6.4.2 Fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales se utilizé el método Folin-Ciocalteau, este se basa en la
reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu (una mezcla de é&cido fosfomolibdico y éacido
fosfotlngstico) por los grupos fendlicos presentes en la muestra, generando un complejo azul que
se mide a 765 nm; esta prueba es ampliamente utilizada para cuantificar fenoles totales, utilizando
el &cido gélico como estandar debido a que es un compuesto fendlico simple y representativo (72).

Para comenzar la prueba, se preparé una curva de calibracion utilizando acido galico (Sigma-
Aldrich) en agua desionizada a las concentraciones 0, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 pg/mL. De
las muestras se tomaron 20 mg y se disolvieron en 5 mL de etanol. La cuantificacion de fenoles se
realizo de la siguiente manera; se mezclaron 50 uL de cada concentracion de la curva y también
de los extractos, con 250 pL de una solucion de Folin-Ciocalteau (1:10, Sigma-Aldrich); Después
se tomaron 200 pL de una solucion de carbonato de sodio al 7.5% (Sigma-Aldrich), se dejaron
reposar por 30 min en oscuridad y se leyeron en un espectrofotdmetro a 765 nm. Los resultados
fueron expresados como miligramos equivalentes a acido galico por gramo de muestra (mg
EAG/Q).

6.4.3 Flavonoides

Para la cuantificacion de flavonoides, se utilizd la metodologia de Chang et al, (2002) la cual se
basa en la formacion de un complejo coloreado entre los flavonoides y el cloruro de aluminio
(AICI3). Los flavonoides tienen grupos hidroxilo libres que reaccionan con AICls, formando un
complejo estable que absorbe a 415 nm, la quercetina se utiliza como estandar porque es un
flavonoide representativo y ampliamente utilizado en este tipo de ensayos (73). Para comenzar la
prueba, se utiliza una curva de calibracion empleando quercetina como estandar a las
concentraciones 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/g. Para la extraccion de flavonoides de los
extractos, se utilizaron 20 mg de cada uno y se les afiadié 150 pL de etanol al 80%, posterior a ello
se agitd 1 h; pasado el tiempo, se tomaron alicuotas de 50 L, se les agregdé 150 pL de etanol al
80%, 10 pL de AICls al 10% en agua, 10 pL de acetato de potasio 1My 280 pL de agua destilada.
Se dejaron reposar 30 min en oscuridad para su lectura a 415 nm en el lector de microplacas Epoch
(BioTek).
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6.4.4 Antocianinas

Estos metabolitos se cuantificaron utilizando el método de pH diferencial propuesto por Wrolstad
et al, (2005); este se basa en la propiedad de las antocianinas de cambiar su estructura molecular
y por lo tanto, su absorbancia, dependiendo del pH. A pH 1, las antocianinas estan
predominantemente en su forma flavilio (roja), mientras que a pH 4.5, se convierten en su forma
incolora (hemiacetal). La diferencia en la absorbancia a 510 nm entre estos dos pH permite

cuantificar las antocianinas monoméricas (74).

Se pesaron 10 mg de los extractos y se afiadieron 1.75 mL de solucion etanol-HCI al 0.2 %,
posterior a ello, se dejaron reposar 24 h en oscuridad; se prepararon dos soluciones amortiguadoras
una de KCI/HCl a pH 1 (0.025 M) y otra de acetato de sodio junto con &cido acético a pH 4.5 (0.4
M). Se toman dos muestras con 100 pL del extracto, a cada uno se le afiaden 3 mL de buffer, uno
de pH 1 y otro de pH 4.5, se dejaron reposar 50 min en oscuridad y se realizo la lectura de
absorbancias a 510 nmy 700 nm en el lector de microplacas Epoch (BioTek). El ensayo se realiza

por triplicado. La absorbancia final se calcula de acuerdo con la ecuacion nimero 1:
Ecuacion 1.

A= (As20 nm —A700 nm) PH1- (As20 nm —A700 nm) pH4.5

A= Absorbancia final

Para calcular el contenido de antocianinas monoméricas se utiliza la ecuacion numero 2.
Ecuacion 2.

Antocianina monomeérica (mg/100 g) = (A-PM*FD*100) / (¢*1)

Donde A es la absorbancia final, PM es el peso molecular de la antocianina mayoritaria (Peonidina
301.27 g/mol), FD es el factor de dilucion y € es el coeficiente de extincion molar como referencia

para antocianinas con un valor de 26 000.
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6.5 Capacidad antioxidante

6.5.1 Meétodo ABTS*"

El método ABTS" se emplea para medir la capacidad antioxidante de los extractos de J. dioica, S.
rostratum y S. heterodoxum; este método evalta la actividad antioxidante equivalente a Trolox
(TEAC), basandose en la reduccion de la coloracion verde/azul producida por la reaccion del
radical acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS<") con los antioxidantes
presentes en la muestra. El radical ABTSe+ es capaz de atrapar antioxidantes de tipo hidrofilicos

y lipofilicos, como polifenoles, flavonoides, vitaminas C y E, entre otros (75).

El radical ABTSe" se prepara a una concentracion de 3.6 mg/mL, utilizando 6 mg de persulfato de
potasio (Potassium persulfate-ACS reagent, > 99.0%, Sigma-Aldrich Merck, USA) en 1 mL de
agua desionizada. La solucion se deja reposar durante 24 h a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente, se diluye en etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0.70 + 0.02 a una longitud
de onda de 734 nm, medida en un espectrofotometro para microplacas (Epoch™ de BioTek, USA)

controlado por el software Gen5™ Data Analysis Software.

Para la cuantificacion, se toman alicuotas de 100 pL de cada extracto, a las cuales se afiaden 900
uL de la solucion de ABTS+". La mezcla se deja reposar en oscuridad durante 5 minutos, tras lo
cual se realiza la lectura de absorbancia a 734 nm en el lector de microplacas. Los resultados se
expresan como miligramos equivalentes de Trolox por gramo de muestra (mg ET/g). Cada ensayo

se realiza por triplicado.

Adicionalmente, a partir de las diluciones preparadas, se determina el porcentaje de atrapamiento

del radical ABTS-" utilizando la ecuacion niimero 3.

Ecuacion 3: Atrapamiento (%) = Arse Blanco- Azss Muestra

x 100
Azss Blanco
Donde A indica absorbancia.
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6.5.2 Meétodo DPPH

Este método se utiliza para evaluar la capacidad antioxidante de compuestos, mediante la captacion
de radicales libres DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina); su fundamento radica en que los
antioxidantes lipofilicos presentes en la muestra donan un dtomo de hidrégeno o un electrén al
radical DPPH, lo que resulta en la reduccion de su coloracion violeta intensa caracteristica en
solucién metanolica (76). Este cambio se mide espectrofotométricamente, permitiendo cuantificar
la actividad antioxidante.

Para la realizacion del ensayo, los extractos de metanol se diluyen en etanol. Se toman alicuotas
de 100 pL de cada extracto y se mezclan con 900 pL de una solucién de DPPH al 7.5 % en etanol.
La mezcla se deja reposar en oscuridad durante 60 minutos para permitir la reaccion entre los
antioxidantes y el radical DPPH. Posteriormente, se mide la absorbancia a 520 nm utilizando un
lector de microplacas Epoch™ (BioTek, USA).

Se prepara una curva de calibracion empleando Trolox como estandar, y los resultados se expresan
como miligramos equivalentes de Trolox por gramo de muestra (mg ET/g), cada ensayo se realiza
por triplicado para garantizar la precision de los resultados. Adicionalmente, se determina el
porcentaje de atrapamiento del radical DPPH a partir de las diluciones preparadas, utilizando la
Ecuacion namero 3, ya que, este porcentaje refleja la eficacia de los antioxidantes presentes en la

muestra para neutralizar el radical libre.

6.6 Analisis de citotoxicidad

6.6.1 Linea celular

La linea celular SiHa de cancer de cérvix (ATCC, HTB-35) fue donada por el Dr. Alejandro
Manuel Garcia Carranca del departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia la Universidad
Nacional Autonoma de México. Esta linea celular corresponde a un carcinoma de células
escamosas grado |1, derivado del tejido epitelial del cérvix de una mujer asiatica de 55 afios que

contiene el virus del papiloma humano.
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6.6.2 Cultivo celular

Las células se descongelaron, se cultivaron inicialmente en frascos de cultivo (T-flasks) de
poliestireno, esterilizados y con superficie tratada para favorecer la adhesion celular; para
estimular su crecimiento, se utilizo Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, Gibco),
suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SFB, Gibco) y antibiéticos (0.1% de
estreptomicina y 0.1% de penicilina, ambos de uso comercial), se incubaron en una atmdsfera de
COz al 4% a 37°C.

6.6.3 Actividad citotoxica

La actividad citotoxica se evalu6 mediante el ensayo colorimétrico con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), basado en la capacidad de las mitocondrias
funcionales de reducir el MTT a formazan compuesto insoluble en agua sintetizado por las
mitocondrias de las células viables (77), cuya concentracion se midid por espectrofotometria.
Después del cultivo inicial, las células se trataron con diferentes concentraciones de los extractos
y se incubaron en microplacas durante 24, 48 y 72 horas. Al finalizar cada tiempo de incubacion,
se afiadieron 100 pL de MTT (5 mg/mL, Sigma-Aldrich) a cada pozo y se incubaron nuevamente
a 37°C durante 3 horas; posteriormente, se retird el medio de cultivo y se afiadio dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma-Aldrich) para disolver el formazan presente. Este ensayo se concluye con la
medicion de la absorbancia del formazan a 540 nm utilizando un lector de microplacas Epoch™
(BioTek, USA; el porcentaje de viabilidad celular se calculé tomando como referencia el 100% de

viabilidad de las células no tratadas.

6.7 Analisis estadisticos

Para el manejo y organizacion de los datos, se utilizd el programa Microsoft Excel (Microsoft
Office, USA), los datos se analizaron estadisticamente mediante el programa Statgraphics
Centurion XIX, Virginia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como la media + desviacion estandar, de esta manera se busca garantizar la precision
y reproducibilidad de los datos obtenidos. Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una
via para determinar las diferencias significativas entre los grupos, seguido de una prueba de

comparacion multiple de Tukey como analisis post hoc. Adicionalmente, se realizaron pruebas de
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los coeficientes de correlacién de Pearson obtenidos entre la concentracion de metabolitos y las
pruebas bioldgicas; para facilitar la visualizacion e interpretacion se construy6 un mapa de calor
(heat map) mediante formato condicional en Microsoft Excel, en el que se empled una escala
cromatica continua, los tonos naranjas representan correlaciones negativas, los tonos azules
representan correlaciones positivas, mientras que el color blanco indica correlaciones débiles o

cercanas a cero.

Las diferencias porcentuales entre extractos en el apartado de resultados fueron registrados en
hojas de célculo y analizados de manera comparativa; para evaluar las diferencias cuantitativas, se

calcularon diferencias porcentuales relativas, tomando como referencia el valor menor comparado.

El célculo se realizo con la siguiente expresion:

Val — Val
Diferencia porcentual = ot mayor aoT Thenor x 100
Valor menor

De esta manera, se expresa con mayor precision la magnitud real de incremento o disminucion
entre extractos, especialmente util en estudios fitoquimicos donde los metabolitos pueden variar
considerablemente entre 6rganos vegetales o especies; los valores porcentuales pueden superar el
100 % sin que ello represente un error matematico, ya que dicha condicion se presenta cuando un
extracto posee mas del doble de concentracion o actividad respecto al comparado. De esta manera
se permite facilitar la visualizacion de contrastes significativos en la composicion o bioactividad

de los extractos.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

Las especies de plantas J. dioica, S. rostratum y S. heterodoxum fueron seleccionadas por sus usos
en la medicina tradicional y su potencial para la obtencién de compuestos con actividad
farmacoldgica (78,79). En el caso de J. dioica, se analizaron por separado los extractos de tallo
(TJ) y raiz (RJ), ya que tradicionalmente sélo la raiz es utilizada con fines medicinales, sin
embargo, evaluar el tallo permite explorar si su perfil fitoquimico es comparable, lo que podria
contribuir a estrategias de conservacion de la especie al reducir la presion sobre sus 6rganos
subterraneos. Por otro lado, en S. rostratum y S. heterodoxum, los extractos se obtuvieron de toda
la parte aérea, siguiendo el conocimiento etnobotéanico de aprovechamiento integral de la planta,
como se realiza comunmente en sus usos tradicionales, esta aproximacion permite valorar de forma

representativa el potencial terapéutico de estas malezas subvaloradas.

7.1 Andlisis cualitativo de metabolitos

Se realiz6 un analisis preliminar mediante técnicas cualitativas que permitié identificar diferencias
respecto al perfil de metabolitos secundarios de los extractos de Jatropha dioica (Raices RJ, Tallos
TJ), Solanum rostratum (Sr) y Solanum heterodoxum (Sh), los resultados se pueden apreciar en la
Tabla 1.

Los alcaloides, fueron detectados en RJ, TJ y Sh; la presencia de alcaloides en J. dioica ha sido
reportada previamente como un mecanismo de defensa contra patdégenos del suelo y herbivoros
(80), mientras que en Solanum, al tratarse de especies distintas, la ausencia en Sr podria deberse a
una expresion genética diferencial en su biosintesis ya que se ha reportado la presencia de dos

tipos, tropanicos o esteroidales (81).

En cuanto a los polifenoles, se identificaron en RJ, Sr y Sh; estos compuestos son ampliamente
reconocidos por su funcion antioxidante y fotoprotectora (82), la presencia en raices de J. dioica
y en hojas de Solanum sugiere un papel activo frente al estrés oxidativo, especialmente en
ambientes expuestos a la radiacion solar, mientras que la ausencia en tallos de J. dioica puede ser
causa de una menor exposiciéon a condiciones oxidativas, como también se ha documentado en

otros tallos de Euphorbiaceae donde la actividad antioxidante es minima (83).
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Las antraquinonas y glicésidos cianogénicos, no los present6 ninguno de los extractos, la literatura
indica que son menos comunes en Jatropha y Solanum, ya que suelen encontrarse en familias
como Rubiaceae y Fabaceae (84). Su ausencia coincide con estudios fitoquimicos previos en estas
especies, 1o que sugiere que estas rutas biosintéticas no estan activas o simplemente no forman

parte de su perfil quimico evolutivo (85).

Las saponinas se detectaron Unicamente en RJ, estas moléculas son tipicas de estructuras
subterraneas en muchas especies, donde ejercen funciones antimicrobianas al interactuar con la
membrana de patgenos del suelo (86), en J. dioica, su acumulacion en raices ha sido previamente
documentada y se ha asociado con efectos hemoliticos y propiedades citotoxicas (86), lo que

también explica su interés farmacologico.

Las cumarinas son moléculas que poseen propiedades biologicas, estudios han demostrado que
tienen diversos efectos como antimicrobianos, antioxidantes, antihipertensivas, anticoagulantes,
anticancerigenos, antivirales, antiinflamatorias, analgésicas etc., ademas han demostrado tener
actividad anticancerigena contra distintos tipos de cancer como el de proéstata, renal, mama,
laringe, pulmdn, colon, SNC, leucemia, melanoma maligno (87). Dado que estan presentes
Unicamente en los extractos de Sr y Sh, su presencia puede asociarse a la competencia con otras
especies vegetales en suelos perturbados, pues diversos estudios confirman que las especies
pioneras o ruderales de ambientes aridos, como lo son S. rostratum y S. heterodoxum, tienden a

producir cumarinas como una estrategia de dominancia ecoldgica (88).
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Tabla 1 Analisis cualitativo de metabolitos presentes en extractos de Jatropha dioica y especies

de Solanum
Metabolitos Extractos
RJ TJ Sr Sh
Alcaloides + + - o+
Polifenoles + - 4+ o+
Antraquinonas - - - -
Saponinas + - - -

Glicosidos cianogénicos

Cumarinas - -+ +

n_n

Los simbolos "+" y indican la presencia o ausencia del metabolito,
las abreviaturas indican RJ = Raices de Jatropha dioica, TJ = Tallos de
Jatropha dioica, Sr = Solanum rostratum, y Sh = Solanum heterodoxum.

7.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos han despertado un creciente interés en el &ambito biomédico debido a
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas, ya que contribuyen a la
proteccion celular al neutralizar radicales libres, aunado a que modulan rutas implicadas en
procesos inflamatorios y degenerativos; ademas, han mostrado potencial terapéutico en la
prevencion de enfermedades crénicas como el cancer, la diabetes y trastornos neurodegenerativos
(18).

7.2.1 Fenoles totales

Los resultados de la Tabla 2 muestran que RJ presentd la concentracion mas alta de fenoles totales,
superando ampliamente a los tallos por una diferencia del 194.75% entre ambos 6rganos; en
comparacion con las especies de Solanum, RJ super6 en un 42.89% a S. rostratum y en un 55.21%
a S. heterodoxum. De acuerdo con un estudio de J. curcas (89), la concentracion de fenoles totales
fue de 48 ug EAG/g, lo que equivale a un 20.4% menor respecto a lo encontrado en J. dioica, esto
respalda la hipotesis de que el género Jatropha acumula estos compuestos de forma preferencial
en tejidos lignificados como las raices, posiblemente como estrategia de defensa frente a

condiciones edéaficas adversas y estrés microbiano (90).
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Por otra parte, los extractos de S. rostratum y S. heterodoxum presentaron concentraciones con una
diferencia del 8.6% entre si, no obstante, estos valores son muy aproximados a valores reportados
en estudios previos donde se calculdé una concentracion de 35.25 pg EAG/g en hojas de S.
rostratum (91). Los compuestos fenolicos presentes de forma natural en muchas plantas, destacan
por sus multiples beneficios para la salud humana, numerosos estudios han demostrado que estos
compuestos como flavonoides, &cidos fendlicos, taninos, etc., poseen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antienvejecimiento y antiproliferativas, ya que tienen capacidad para inhibir
enzimas clave en la digestion de carbohidratos, como la a-glucosidasa y la o-amilasa,
contribuyendo al control de la glucosa en sangre, lo que ayuda a prevenir enfermedades
metabdlicas; ademas pueden ayudar a mejorar la funcion de las células B pancreaticas, favorecer
la secrecion de insulina y disminuir los procesos inflamatorios (92). Estos efectos ayudan a
prevenir diversas enfermedades, entre ellas, neuropaticas, nefropaticas y cardiovasculares, ademas
los compuestos fendlicos son valorados como potentes anticancerigenos, ya que uno de los
mecanismos moleculares mas relevantes en este sentido es la activacion de la via Nrf2/Keapl, que
estimula enzimas de desintoxicacion de fase Il y de proteccion antioxidante. Por ello, los
compuestos fendlicos provenientes de plantas representan un area prometedora en la investigacion

biomédica para terapias preventivas frente a enfermedades cronicas (93).

7.2.2 Flavonoides

La cuantificacion de flavonoides revel6 que Sr y Sh presentaron las concentraciones mas altas en

ambos casos como se puede ver en la Tabla 2, superando significativamente a RJy TJ.

En la literatura existen pocos estudios que cuantifiquen flavonoides en especies del género
Solanum, lo que limita las comparaciones directas; no obstante, en un estudio realizado con
extractos metanolicos de frutos maduros de Solanum elaeagnifolium, se reporté un contenido de
17.62 mg QE/g (94), cantidad que representa aproximadamente un 50 % mas en comparacion con
los valores obtenidos en los extractos de S. rostratum (Sr) y S. heterodoxum (Sh) en el presente
estudio. Las concentraciones de flavonoides en especies silvestres pueden atribuirse a su capacidad
de sintetizar flavonoides como mecanismos de defensa frente a estrés biotico y abiotico, ya que,
de acuerdo con Agati et al. (95), las condiciones aridas y la radiacién ultravioleta promueven la
acumulacién de flavonoides en tejidos vegetales como respuesta antioxidante (95). En la
biomedicina, los flavonoides nos podrian ofrecer efectos positivos en la salud a través de funciones
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bioldgicas, como la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la induccién de apoptosis
y la actividad antitumoral, debido a que en su estructura poseen grupos hidroxilo fenélicos, lo que
los convierte en potentes antioxidantes que actdan contra las ROS involucradas en la iniciacion de
la peroxidacion de las membranas lipidicas celulares; por ello, los flavonoides pueden detener una
cascada de rupturas moleculares por peroxidacion, eliminando radicales intermedios como el
peroxilo y alcoxi (96). Asimismo, se ha reportado que los flavonoides también son capaces de
bloguear la expresion de genes dependientes del factor de transcripcion NF-«kB ya que activa rutas
asociadas a inflamacion croénica, estrés oxidativo y supervivencia celular anormal; al inhibir NF-
kB, los flavonoides reducen la expresion de citoquinas proinflamatorias (como IL-6 y TNF-a),
enzimas generadoras de radicales libres (COX-2, iNOS) y proteinas antiapoptéticas (Bcl-2),
contribuyendo asi a la prevencién de procesos patologicos como el desarrollo tumoral,
enfermedades neurodegenerativas y trastornos metabdlicos; por su efecto modulador permiten

mantener el equilibrio inmunolégico sin inducir inmunosupresion (96).

Estos hallazgos nos demuestran que las plantas S. rostratum y S. heterodoxum podrian fungir como
fuentes de flavonoides bioactivos, con posibles aplicaciones en el desarrollo de productos

terapéuticos.

Los valores obtenidos para la cuantificacion de flavonoides en los extractos metanolicos de RJ y
TJ fueron inferiores en comparacion con los extractos de especies del género Solanum. No
obstante, al contrastar estos resultados con un analisis de J. curcas (97), el extracto metanolico de
la parte aérea presentd un contenido de 20.70 +0.35 mg QRC/g y la fraccion metanodlica del latex
de la misma alcanz6 16.34+0.89 mg QRC/g, se observa que las raices de J. dioica (RJ) donde
poseen latex, contienen un 32.50% mas flavonoides que el latex de J. curcas; mientras que los
tallos (TJ) mostraron un contenido 38.31% menor que el extracto de la parte aérea de J. curcas, lo
que sugiere una variacion significativa en la concentracion de flavonoides segun el 6rgano vegetal

analizado.
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7.2.3 Taninos

Este andlisis revel6 que RJ acumulan una cantidad de taninos elevada, en comparacion con los
otros extractos evaluados como lo podemos ver en la Tabla 2. Los taninos son responsables de las
caracteristicas astringentes de las plantas y esa coloracion marron/rojiza que expresan (98); la gran
concentracion de ellos en RJ podria respaldar el uso medicinal que se le atribuye a las raices de J.
dioica, principalmente el aprovechamiento del latex rojizo que secretan, que segun el
conocimiento popular, su uso era principalmente para el control de la alopecia y también como

gotas para ‘‘limpiar’’ los ojos.

La acumulacion de taninos en drganos subterrdneos podria estar vinculada con funciones de
defensa contra patogenos del suelo o condiciones ambientales adversas, como ha sido propuesto
para otras especies lefiosas adaptadas a zonas semiaridas (99). Segun la bibliografia, Rahu y
colaboradores (100) reportaron concentraciones de taninos en extractos acuosos de J. curcas de
hasta 0.328 mg/mL en semillas y 0.293 mg/mL en raices, que de acuerdo a la Tabla 2, estos valores
son significativamente menores en relacion con lo obtenido en este estudio; los datos sugieren que
las raices de J. dioica son aptas para un mayor aprovechamiento de taninos, en comparacion con

otras especies del mismo género.

TJ mostré una concentracion de taninos muy baja, de hecho, representa apenas un 1.5% del valor
total hallado en RJ; esta diferencia podria deberse a la distribucion funcional de los taninos en la
planta, que suelen acumularse preferentemente en raices como barrera quimica frente al estrés
edéafico; en tallos, su presencia podria estar mas relacionada con el refuerzo estructural y la
fotoproteccion, pero en proporciones significativamente menores, lo cual coincide con lo reportado

en especies lefiosas donde los tejidos aéreos tienen bajo contenido tanico (101).

Las plantas del género Solanum, presentaron cantidades menores de taninos en comparacion de J.
dioica; entre Sh y Sr existe una diferencia del 74.8% como se puede ver en la Tabla 2, esto podria
reflejar diferencias genéticas y fisiologicas en especies dentro del mismo género, la baja
concentracion relativa de taninos en Sh podria estar compensada por otros tipos de metabolitos
secundarios, como alcaloides y cumarinas, que han sido reportados previamente en esta especie y

podrian desempefiar un rol defensivo alternativo (102); ademas, es posible que los taninos en S.
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heterodoxum se acumulen de forma méas prominente en otros 6rganos como frutos o estructuras

reproductivas, como ocurre en otras especies de Solanum (89).

En conjunto, estas diferencias entre especies y drganos manifiestan que la sintesis y acumulacién
de taninos depende del potencial genético y de factores ecoldgicos, funcionales y adaptativos,
consolidando a J. dioica como la especie con mayor cantidad de estos compuestos, sin descartar

el valor bioldgico de los extractos de Solanum.

Estudios respaldan que los taninos podrian reducir el riesgo de ciertas enfermedades a través de
efectos antiinflamatorios, reguladores del sistema inmunolégico, hipoglucemiantes e
hipolipemiantes, asi como mediante la regulacion metabdlica y la reparacion del ADN (103).
Particularmente ayudan a prevenir enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes, al mismo

tiempo que sirven como apoyo para la microbiota intestinal y la funcidn cognitiva (104).

7.2.4 Antocianinas

La cuantificacion de antocianinas revel6 una distribucion diferencial entre las especies analizadas;
RJ presentd un contenido de antocianinas 23.16% mayor que TJ, lo cual sugiere mayor
acumulacién en raices posiblemente asociada a defensa frente a estrés subterraneo (105). Aunque
las antocianinas suelen vincularse con pigmentacion en estructuras aéreas, estudios en J.
integerrima identificaron cuatro antocianinas distintas distribuidas en los diversos 6rganos de la
planta, incluyendo delphinidina y cianidina 3-O-glucésido; estos compuestos atribuyen a las
plantas la capacidad de atraer a sus polinizadores; no obstante, la cantidad de estos puede estar
influenciada por factores ambientales como temperaturas extremas (frio o calor), déficit hidrico,
salinidad, contaminantes, etc. (106). Cabe mencionar que no existen estudios sobre el contenido
de antocianinas en J. dioica con los que se puedan comparar, por lo que este estudio contribuye
significativamente en la fitoquimica de esta especie, perteneciente al listado de plantas medicinales

registradas de México.

En el caso de las especies de Solanum, Sr mostro6 niveles comparables a los de Jatropha, de hecho,
presentd una concentracion del 231.47% mayor a Sh como se muestra en la Tabla 2; esta diferencia

entre Sr y Sh podria explicarse por variaciones ecoldgicas y en la expresion de genes, tal como se
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ha observado en S. melongena y S. nigrum, donde factores como la radiacién UV o la etapa

fenoldgica modulan la sintesis de antocianinas (107).

Dentro de los diversos efectos que tienen las antocianinas, uno de los méas Ilamativos para este
grupo es el efecto antiangiogénico, pues estudios de extractos ricos en antocianinas han
demostrado suprimir significativamente la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular
inducida por perdxido de hidrégeno y TNF-a en células HaCaT (queratinocitos humanos) (108),

este efecto es importante ya que podria evitar la formacion de tumores malignos.

Tabla 2 Compuestos fendlicos presentes en los de extractos de las plantas Jatropha dioica y
especies de Solanum

Muestra Flavonoides Fenolestotales  Taninos  Antocianinas
(mg QRC/g) (Mg EAG/g)  (mg EC/g) (mg/L)

RJ 21.65+1.0° 57.80+1.09  892.06+25° 13.08+1.06°

TJ 12.77+1.0% 19.61+2.0° 13.56+0.0°  10.62+1.07°
Sr 35.27+1.0° 40.45+1.0° 35.22+3.0°  12.43+1.4°

Sh 35.27+1.0° 37.24+1.0° 20.15+2.0*  3.75+1.49°

RJ (Raices de J. dioica), TJ (Tallo de J. dioica), Sr (S. rostratum) y Sh (S, heterodoxum). a, b, ¢, d
indican diferencias significativas (p<0.05). + desviacion estandar. mg QRC/g = miligramos equivalentes
de quercetina por gramo de muestra, mg EAG/g = miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de
muestra, mg EC/g = miligramos equivalentes de catequina por gramo de muestra, y mg/L = miligramos

por litro de muestra.

7.3 Capacidad antioxidante

La evaluacion de la capacidad antioxidante en plantas es fundamental porque permite determinar
su potencial para neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS), compuestos que, en exceso,
generan estrés oxidativo; este desequilibrio esta implicado en el desarrollo y progresion de

numerosas enfermedades crénicas como el cancer (23).

Las plantas, a través de metabolitos secundarios como compuestos fendlicos, flavonoides, taninos
y antocianinas, poseen mecanismos naturales de defensa antioxidante que pueden ser

aprovechados con fines farmacoldgicos, nutracéuticos o preventivos; por ello, evaluar esta
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capacidad permite no solo identificar especies con potencial farmacologico (109), sino también
valorar su uso tradicional, validar su eficacia y justificar su aplicacion en el disefio de productos

funcionales o medicamentos.

7.3.1 Capacidad antioxidante mediante ABTS+" y DPPH

La aplicacion de ambas técnicas, ABTS«" y DPPH, permite obtener un perfil antioxidante méas
completo de los extractos, ya que cada método tiene distinta afinidad por compuestos con diferente
polaridad; el radical ABTS<" puede reaccionar con antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos, mientras
que el DPPH presenta mayor sensibilidad hacia compuestos de naturaleza lipofilica, por ello, el
uso complementario de ambos ensayos proporciona una evaluacién mas integral de la capacidad
antioxidante total (75,76).

Los extractos de J. dioica mostraron diferencias notables en este comportamiento, como se puede
ver en la Tabla 3, el extracto RJ mostré mayor capacidad antioxidante en ambas pruebas, de hecho,
respecto a TJ en ABTSe<" existe una diferencia del 213.9%, mientras que en DPPH la diferencia
fue de casi 32 veces mayor. Estos datos concuerdan con su contenido total de fenoles y taninos
mayores en raices que en tallos, este tipo de metabolitos ejerce una potente actividad antioxidante;
los drganos subterrdneos pueden concentrar una mayor cantidad de metabolitos antioxidantes
como parte de su estrategia defensiva ante patogenos del suelo o condiciones abidticas extremas
(110).

Comparando los resultados con la bibliografia, las raices de J. dioica destacan por su
comportamiento antioxidante; en un estudio de los tallos de dos especies del genero Jatropha se
reportaron concentraciones en J. curcas de 21.03 mg TE/ g en ABTSe+y 7 mg TE/ g en DPPH,
realizando las conversiones respecto a este analisis, los datos equivalen a una capacidad 3.33 veces
superior en ABTSe+y 11.84 veces superior en DPPH, siendo RJ el extracto con mayor actividad
antioxidante, mientras que TJ refleja valores menores de acuerdo a los de J. curcas con una
diferencia del 6.09% en ABTS<+y 62.8% en DPPH. Por otro lado, los valores de J. gossypifolia
fueron de 86.88 mg TE / g en ABTSe+y 48.14 mg TE / g en DPPH, comparandolos con este
estudio, en ABTS«+ RJ refleja una diferencia del 19.2% menor, mientras que en DPPH el resultado
de la Tabla 4 indica que RJ es 72.25% superior de acuerdo a lo anteriormente reportado. No

obstante, haciendo las comparaciones con TJ, se obtiene que este es menor en ambas pruebas
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teniendo diferencias del 74.32% en ABTSe<+ y del 94.6% en DPPH respecto a los extractos de los
tallos de J. gossypifolia (111).

Las plantas del género Solanum por su parte, mostraron diferentes resultados en las técnicas de
capacidad antioxidante; S. rostratum expresé un comportamiento mayor en la prueba de ABTSe+,
superando por un 22.41% a S. heterodoxum; en la prueba de DPPH existe una diferencia del
74.55% entre estas dos plantas, teniendo mejor actividad S. rostratum. Los datos que aparecen en
la Tabla 3 nos podrian indicar que la concentracion de metabolitos antioxidantes con afinidad
lipofilica podria estar mas presente en S. rostratum que en S. heterodoxum. Segun la bibliografia,
este comportamiento podria explicarse por diferencias genéticas en la biosintesis de compuestos
fenolicos, o por un menor grado de exposicion a factores ambientales como radiacion UV o estrés

hidrico que sirven como inductores de estas rutas metabolicas (112).

Segun la literatura, un estudio donde se analizé la capacidad antioxidante del extracto metandlico
de S. rostratum obtuvieron resultados de 15.02 mg TEAC/ g en ABTS++y 2.6 mg TEAC/ g en
DPPH (113), estos valores son inferiores a los reportados en la presente investigacion respecto a
las dos plantas del género Solanum, esto podria deberse principalmente al método de extraccion
utilizado y la zona de recoleccion; no obstante, como no existen muchos estudios de mas plantas
de maleza del género Solanum que analicen su capacidad antioxidante, el presente reporte puede
enriquecer el conocimiento que se tiene sobre estas plantas, sobre todo de S. heterodoxum que

actualmente no tiene estudios fitoquimicos.

Los resultados respaldan que J. dioica, especialmente en sus raices, posee un potencial
antioxidante superior al observado en las especies del género Solanum. Aunque S. rostratum podria
destacar como una alternativa silvestre con actividad antioxidante considerable, los valores
obtenidos para ambas especies de Solanum fueron menores y se encuentran dentro de un rango
mas limitado; cabe mencionar que la escasez de estudios especificos sobre estas especies dificulta
una comparacion mas amplia, lo que resalta la necesidad de seguir explorando su perfil fitoquimico

y su capacidad antioxidante.
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Tabla 3 Capacidad antioxidante de extractos de las plantas Jatropha dioica, Solanum rostratum y
Solanum heterodoxum

Muestra  ABTSe" DPPH
(ug TEAC/mg)

d d
R 70.05+2.0  82.9+2.14

T 55314095  2.6+1.05
ST 5613+1.88  35.740.9
Sh b

b
45.89+1.87  20.45+1.31

RJ: Raices de Jatropha dioica, TJ: Tallo de Jatropha dioica, Sr: Solanum
rostratum, Sh: Solanum heterodoxum. a, b, ¢ indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). TEAC actividad antioxidante
equivalentes de trolox. Los valores representan la media de tres
repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

7.3.2 Porcentaje de neutralizacion de radicales ABTSs+ y DPPH

El porcentaje de atrapamiento de radicales, a diferencia de la cuantificacion antioxidante, indica
qué proporcion del radical generado fue neutralizado por las moléculas presentes en el extracto y
se interpreta como una medida de eficiencia o afinidad quimica del extracto hacia ese tipo
especifico de radical (75); de esta forma, un extracto puede tener una capacidad antioxidante
elevada pero un bajo porcentaje de atrapamiento si sus compuestos no son especialmente reactivos

frente al radical evaluado.

Ambos parametros son complementarios: la capacidad antioxidante describe el potencial total del
extracto, mientras que el porcentaje de atrapamiento permite entender su eficacia relativa en
funcién del tipo de radical libre, esta distincion es relevante para interpretar de forma precisa el
comportamiento bioquimico de los extractos vegetales (75). Es decir, anteriormente se resalta que
RJ tiene mayor cantidad de fenoles totales y de capacidad antioxidante, sin embargo, los resultados

de porcentaje de atrapamiento de la Tabla 4 nos podrian indicar que los compuestos antioxidantes
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del extracto Sr son mas eficientes para la neutralizacion de los radicales ABTSe+y DPPH, incluso
muestran diferencias significativas del 21.71% y del 74.52% respectivamente de lo obtenido en S.
rostratum. Por otro lado, los resultados de los extractos de J. dioica tienen un comportamiento
similar, no existe diferencia significativa entre RJ y TJ, ya que las raices superan por un 2.94% a
los tallos en la prueba ABTSe<+, sin embargo, en DPPH si hay diferencias significativas, pues RJ
supera por un 214.02% a TJ; esto podria estar relacionado a la cantidad de antioxidantes con

afinidad lipofilica presentes en RJ como lo vimos en la Tabla 3.

El ensayo de ABTSe<+ se basa en la capacidad de los antioxidantes para neutralizar el cation radical
ABTSe+, el cual es soluble tanto en medios acuosos como organicos, lo que le otorga una mayor
versatilidad frente a otros métodos como DPPH; gracias a esta propiedad, ABTS«+ puede evaluar
la capacidad antioxidante de compuestos hidrofilicos y lipofilicos, incluyendo polifenoles,
flavonoides, vitaminas hidrosolubles y carotenoides. Esto lo convierte en un método especialmente
atil para analizar extractos vegetales complejos, ya que permite detectar la actividad antioxidante

total sin limitarse por la polaridad del compuesto (109).

Mientras tanto, la prueba de DPPH se basa en la capacidad de los antioxidantes para donar un
atomo de hidrégeno y neutralizar al radical libre (DPPHe), con naturaleza lipofilica y soluble en
solventes organicos como etanol o metanol; por esta razon, presenta mayor afinidad por
compuestos lipofilicos 0 medianamente polares, como algunos flavonoides o fenoles poco
hidroxilados. Los compuestos altamente polares o hidrofilicos muestran menor eficiencia en esta
prueba si el medio no es compatible; debido a esto, se recomienda complementar el analisis
antioxidante con métodos como ABTSe+, que son mas versatiles al aplicarse tanto en sistemas
acuosos como organicos, permitiendo evaluar una gama mas amplia de antioxidantes polares y no
polares (111).
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Tabla 4 Porcentaje de atrapamiento de los radicales ABTS<+ y DPPH de los extractos de las
plantas J. dioica y especies de Solanum

Muestra ABTSe+ DPPH
(% de atrapamiento) (% de atrapamiento)
RJ 57.47+0.5 16.58£0.4
T 55.83ﬂ:0.38a 5.28 ﬂ:0.74a
St 68.95:2.2 4288108
Sh 56.65:2.2 24.57£1.57

RJ: Raices de J. dioica, TJ: Tallo de J. dioica, Sr: S. rostratum, Sh: S. heterodoxum.
a, b, c indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Los valores
representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

7.4 Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad es un parametro fundamental en la evaluacion de compuestos con potencial
farmacoldgico, ya que determina su capacidad para inducir dafio celular o muerte (112). Estudios
recientes han demostrado que extractos de plantas del género Jatropha y Solanum poseen
propiedades anticancerigenas, modulando la viabilidad celular a través de mecanismos como la
disfuncion mitocondrial o la inhibicion de la proliferacion (113,114); la evaluacion de estos
efectos en diferentes intervalos de tiempo (24, 48 y 72 horas) permite identificar patrones de
toxicidad en células (en este caso células de SiHa) esenciales para la investigacion biomédica
(115).

7.4.1 Efecto citotoxico de los extractos metandlicos de Jatropha dioica, Solanum rostratum
y Solanum heterodoxum

Como se menciono, los extractos fueron realizados por maceracion y posteriormente a reflujo, el
tipo de disolvente y las condiciones de extraccion influyen directamente en el perfil de
metabolitos extraidos (116). EI metanol es un disolvente de polaridad intermedia que, si bien es
mas afin a compuestos polares e hidrofilicos, también puede solubilizar metabolitos de mediana
polaridad e incluso algunos con regiones lipofilicas, especialmente cuando se emplea en procesos

con aplicacién de calor; en este caso, la extraccion por reflujo y el aumento de temperatura
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incrementa la energia cinética y la solubilidad tanto del disolvente como de los metabolitos,
favoreciendo la ruptura de interacciones matriz-compuesto y permitiendo el arrastre de una gama
més amplia de fitoquimicos que en procesos pasivos como la maceracion (117). Se ha demostrado
que el uso de metanol caliente en técnicas como reflujo o Soxhlet permite recuperar compuestos
fendlicos, flavonoides, triterpenos e incluso ciertos alcaloides con zonas apolares (117); por lo
tanto, los efectos citotdxicos que analizaremos a continuacion podrian estar influenciados por el
enriquecimiento de los extractos, ya que, si se consideran la temperatura y la naturaleza mixta de
los compuestos presentes en las plantas, es muy probable la presencia de metabolitos con

caracteristicas anfipaticas.

En el ensayo de viabilidad celular analizado por la prueba de MTT, el extracto mas citotoxico fue
el de Solanum heterodoxum, el cual mostro una inhibicion significativa del crecimiento celular
desde las primeras 24 h, efecto que se intensifico notablemente a las 72 h como se muestra en la
Figura 5. Asi mismo, en la Tabla 5 podemos apreciar que este extracto destacd por requerir
concentraciones significativamente menores ante los extractos restantes para ejercer su efecto
citotoxico; si comparamos los resultados entre Sh'y Sr, a 24 h existe una diferencia significativa
notable a 24 y 48 h. La diferencia de citotoxicidad se podria explicar por la presencia de algin o
varios metabolitos con mayor potencial toxico de rutas metabdlicas secundarias (sintesis de
alcaloides tropanicos o sesquiterpenos) constituyen estrategias de supervivencia frente a estrés
biotico y abidtico (118); sin embargo, para la biomedicina se consideran de interés biomédico, ya
que los estudios han demostrado que, compuestos como la solanina, un alcaloide presente en
algunas especies de Solanum, puede inducir apoptosis via inhibicidn de la acetilcolinesterasa y
generacion de ROS (118); otro ejemplo serian los terpenos como el a-solano encontrados en
plantas del género, pues alteran la fluidez de membranas y activan cascadas proapoptoticas
(119,120). Existen estudios previos donde se ha demostrado que extractos de otras especies del
mismo género, como S. nigrum, inducen apoptosis en lineas tumorales como HepG2 y MCF-7,
mediante mecanismos relacionados con disfuncién mitocondrial como la disminucién del
potencial de membrana mitocondrial o la disminucion de ATP intracelular (113). Esta dualidad
funcional explica por qué extractos de malezas como S. heterodoxum muestran mayor actividad

citotoxica comparada con especies menos adaptadas a entornos hostiles (121), no obstante, se
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requieren estudios de espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) o RMN?* para correlacionar

especificamente los compuestos extraidos con los efectos observados in vitro.

100 -0~ 24hSh o 48h Sh -~ 72hSh
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Figura 5 Viabilidad celular de células SiHa expuestas a diterentes concentraciones del
extracto S. heterodoxum durante 24, 48 y 72 horas. Los valores representan la media de tres
réplicas independientes + desviacion estandar (DE).

En cuanto a S. rostratum (Sr), si bien pertenece al mismo género que S. heterodoxum y ambas
especies comparten habitats perturbados, sus perfiles citotdxicos difieren considerablemente; tal
como se observa en la Figura 1, la viabilidad celular disminuye progresivamente en funcion de la
concentracion y el tiempo de exposicion. A las 24 h, el extracto de Sr conserva una viabilidad
celular superior al 70% hasta concentraciones cercanas a los 800 pg/mL, mientras que, a las 72 h,
la viabilidad desciende a menos del 20% unicamente en las concentraciones mas altas (1000-2000

pg/mL), reflejando una accion mas lenta y dependiente del tiempo.

Este comportamiento también se respalda en los valores de Clso presentados en la Tabla 5, donde
Sr muestra los valores mas elevados de concentracion inhibitoria media entre todos los extractos

evaluados, lo que sugiere que el extracto de S. rostratum posee una menor capacidad citotdxica,

39



lo cual podria explicarse por un perfil quimico menos enriquecido en metabolitos que induzcan

efecto en membrana o en el metabolismo celular (117,118).

Aunque existen reportes de glicoalcaloides esteroidales en otras especies del género, como
solanina y solamargina conocidos por inducir apoptosis mediante la alteracion de membranas
mitocondriales y la generacion de especies reactivas de oxigeno, en S. rostratum es probable que
estos compuestos estén presentes en menor concentracion o acompafiados por otros con accion
moduladora, como flavonoides antioxidantes o saponinas de baja citotoxicidad (117). Las plantas
del género Solanum ajustan su produccion de metabolitos en respuesta a estrés ambiental, S.
heterodoxum, al ser una maleza altamente competitiva, podria sintetizar mayores niveles de
metabolitos toxicos como defensa quimica contra herbivoros o patégenos (121) mientras que S.
rostratum podria disponer de més energia para defensas fisicas, como mayor tamafio, tricomas

glandulares o espinas, reduciendo su dependencia de compuestos citotoxicos (19,88)
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Figura 6 Viabilidad celular en células SiHa expuestas a diferentes concentraciones del
extracto S. rostratum durante 24, 48 y 72 horas. Los valores representan la media de tres
réplicas independientes + desviacion estandar (DE).

Por otro lado, los extractos metanodlicos de J. dioica mostraron diferencias citotoxicas notables
entre los 6rganos evaluados; en la Figura 3, se observa que RJ provocd una disminucidn progresiva
de la viabilidad en células SiHa a lo largo del tiempo, con una caida del 36.81% entre las 24 y 48
horas, y una reduccion adicional del 22.4% entre las 48 y 72 horas, acumulando una disminucion
total del 50.98% a las 72 h, este comportamiento indica una accion rapida y sostenida, visible a

partir de concentraciones superiores a 400 pg/mL.

En contraste, el extracto TJ mostré una cinética méas gradual ya que entre las 24 y 48 h solo se
observd una reduccién del 6.24%, pero esta se incrementd posteriormente con una caida del
26.25% entre las 48 y 72 h, alcanzando una disminucion total del 30.85% al final del periodo; la

Figura 4 evidencia que TJ mantiene viabilidades superiores al 60% hasta concentraciones cercanas
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a 600 pg/mL, mientras que RJ ya alcanza valores inferiores al 20% en esa misma concentracion y
tiempo.

Estos hallazgos se ven respaldados por los valores de Clso presentados en la Tabla 5, pues, el
extracto RJ mostr6 los valores mas bajos, lo que refleja una mayor citotoxicidad en comparacion
con TJ; la diferencia porcentual entre RJ y TJ fue de 34.08% a las 48 h y 30.66% a las 72 h,

indicando una accién mas efectiva del extracto de raices con el paso del tiempo.

Las diferencias podrian atribuirse a la distribucion diferencial de metabolitos secundarios entre los
drganos, en estudios previos en otras especies del género Jatropha indican que las raices tienden
a acumular compuestos lipofilicos como diterpenos y alcaloides con potencial citotdxico, mientras
que los tallos presentan mayores proporciones de fenoles y compuestos antioxidantes (81,87).
Dado que la extraccion de los compuestos fue a reflujo y retomando que esta técnica podria
arrastrar metabolitos anfipaticos (117), esto explicaria por qué RJ induce una citotoxicidad mas

rapida y pronunciada, mientras TJ actGa de forma més gradual.

Cabe sefialar que estos resultados contrastan con estudios previos que utilizaron extractos acuosos
de J. dioica, los cuales no reportaron efectos citotoxicos ni genotoxicos significativos, incluso a
dosis elevadas (115); esta discrepancia puede deberse a las diferencias en el tipo de disolvente y
temperatura de extraccion. En este estudio, el uso de metanol caliente mediante reflujo permitio
recuperar una gama mas amplia de metabolitos, incluyendo compuestos con regiones apolares que

podrian potenciar la accion citotdxica, por otro lado, la menor toxicidad observada en TJ se lograria
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a través de la presencia de compuestos con accion quimioprotectora como el acido eldgico o

jatrofono, que han sido asociados a efectos antioxidantes mas que citotdxicos (86,110).
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Figura 7 Viabilidad celular en células SiHa expuestas a diferentes
concentraciones del extracto raices jatropha durante 24, 48 y 72 horas. Los
valores representan la media de tres réplicas independientes + desviacion estandar
(DE).
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Figura 8 Viabilidad celular en células SiHa expuéétas a diferentes concentraciones del extracto
raices Jatropha durante 24, 48 y 72 horas. Los valores representan la media de tres réplicas
independientes + desviacion estandar (DE).
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Tabla 5 Concentracion Inhibitoria Media (Clso) de extractos de las plantas de
estudio en células SiHa

Extracto Clso (ug/mL)

24 h 48 h 72h
RJ 601.06+10.4° 379.82+14.1° 294.66+12.7°
TJ 614.56+4.3° 576.245.4°  424.95+3.8°
Sr 837.16+9.4° 792.2+10.8° 622.76+12.8¢
Sh 295.73+9? 209.3+1.2*  165.01+1.4

RJ (Raices de Jatropha dioica), TJ (Tallo de Jatropha dioica), Sr (Solanum rostratum), y Sh (Solanum
heterodoxum). Los valores representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion
estandar. a, b, ¢, d indican diferencias estadisticas significativas entre los extractos para cada tiempo,
determinadas mediante la prueba de Tukey (p < 0.05).

7.5 Particiones de extracto metandlico de la planta Solanum heterodoxum

Dado que el extracto de Solanum heterodoxum mostro la mayor citotoxicidad en ambas pruebas
bioldgicas, se procedio a su particion quimica utilizando butanol y hexano como disolventes, de
esta manera los metabolitos secundarios se separan segun su polaridad, esto con el fin de evaluar
el comportamiento bioactivo de la particion de butanol (polar) y de la particion hexanica (no polar)

para analizar cual tiene mayor comportamiento citotéxico.

7.5.1 Capacidad antioxidante

Se evaluo la capacidad antioxidante de las particiones en butanol (SPb) y en hexano (SPh) del
extracto metanolico de Solanum heterodoxum mediante los ensayos ABTSe* y DPPH; como se
observa en la Tabla 6, SPb present6 una actividad significativamente mayor en ambos métodos,
los resultados representan una capacidad 16 veces mayor que la de SPh, de forma similar, en el

ensayo DPPH, la actividad antioxidante de SPb fue de casi 7 veces superior a la de SPh.

Estas diferencias también se reflejan en el porcentaje de atrapamiento de radicales, pues la
particion butanolica neutralizo 83.58 % del radical ABTSe", lo que corresponde a mas del triple de
lo observado en SPh; en cuanto a la prueba de DPPH, la particion polar atrapd 23.91 %, mientras

que la particion hexénica solo alcanzé 10.36 %, lo que equivale a una eficacia 2.3 veces mayor.
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Estos resultados, junto con lo reportado en la literatura sobre compuestos fenolicos, respaldan que
los metabolitos responsables de la actividad antioxidante se concentran preferentemente en
disolventes polares como etanol, metanol, butanol e incluso agua (122); esta afinidad se debe a que
la mayoria de los compuestos fendlicos presentan multiples grupos hidroxilo (-OH) enlazados a
estructuras aromaticas, lo que les confiere un caréacter polar, lo cual permite que establezcan
interacciones mediante enlaces de hidrégeno y fuerzas dipolo-dipolo con los disolventes,
facilitando asi su solubilidad y una mayor eficiencia en su extraccion desde la matriz vegetal (116).

Tabla 6 Capacidad antioxidante y porcentaje de neutralizacion de los radicales ABTS<+y DPPH
de las particiones obtenidas del extracto metandlico de Solanum heterodoxum.

Particion ~ ABTSe+ DPPH % atrap. % atrap.
(ng ET/g)  (png ET/g) ABTSe+ DPPH
Hexano 12.99+0.18% 4.38+0.13% 25.95+0.36% 10.96+0.34°
(SPh)

Butanol 208.9+1.47° 29.89+0.97° 83.58+0.59° 23.91+0.77°
(SPb)

Las letras a, b, indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre particiones; los valores representan la media de tres repeticiones
independientes * desviacion estandar.

7.5.2 Prueba de citotoxicidad en las particiones de S. heterodoxum

Se evaluo la citotoxicidad de las particiones de hexano y butanol de Solanum heterodoxum sobre
lineas celulares tumorales mediante el ensayo MTT, los resultados revelaron diferencias marcadas
en el potencial inhibitorio de cada particién; como se aprecia en la Figura 5 SPh mostré una mayor
capacidad citotoxica en las células SiHa en comparacion con SPb en los tres tiempos de evaluacion
(24,48y 72 h).

En la Tabla 7 se muestran las concentraciones requeridas para Clso, y como se observa, SPh
presentd valores menores en comparacion con la de butanol; no obstante, en la Figura 5 se puede
interpretar que esta tendencia se mantuvo a las 48 y 72 horas, evidenciando una mayor potencia

inhibidora sostenida en el tiempo por parte de la particion apolar.
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Tabla 7 Concentracion inhibitoria media (Clso) de las particiones de Solanum heterodoxum

Particion Clso pg/mL
24 h 48 h 72 h

Hexano  50.34+1.4% 34.14+2.4% 25.96+2.1%

Butanol 1825.3+49° 799.1+34° 273.2+18.5°

Clso es concentracion inhibitoria media (concentracion requerida para inhibir el 50% del
crecimiento celular), las letras (a, b) marcan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre las particiones para cada tiempo, segun la prueba de Tukey.

100
- P hexano 24 h - P hexano48h - P hexano72h

% de Viabilidad celular

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion (pg/mL)

Figura 9 Viabilidad celular en células SiHa expuestas a diferentes concentraciones de SPh durante 24, 48y

72 horas. Los valores representan la media de tres réplicas independientes + desviacion estandar (DE).
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Figura 10 Viabilidad celular en células SiHa expuestas a diferentes concentraciones de SPb durante 24, 48 y
72 horas. Los valores representan la media de tres réplicas independientes + desviacion estandar (DE).

Este patron puede explicarse por el perfil fitoquimico diferencial entre ambas particiones; la
literatura reporta que los alcaloides esteroidales, compuestos caracteristicos de muchas especies
del género Solanum, son altamente lipofilicos y tienden a concentrarse en disolventes no polares
como el hexano (123), estos metabolitos han demostrado poseer potente actividad citotoxica frente

a diversas lineas celulares tumorales, incluyendo cancer de mama, cuello uterino y colon (113).

Investigaciones en lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 han mostrado que extractos de S.
nigrum inducen disfuncion mitocondrial, despolarizacion de membranay deplecion de ATP como
mecanismos subyacentes de su citotoxicidad (113); en otro estudio de Liu et al. (119) aislaron
varios alcaloides esteroidales de S. nigrum y probaron sus efectos en células cancerosas, sus

valores de Clso fueron entre 4.8 y 18.8 uM, destacando su potencial como agentes

anticancerigenos (119).

47



Por otra parte, estudios de Solanum lycocarpum han reportado que las fracciones obtenidas con
solventes apolares, como hexano y diclorometano, presentan mayor citotoxicidad que aquellas
obtenidas con disolventes polares como butanol o etanol (116,120); esto refuerza la idea de que
los metabolitos apolares, como alcaloides esteroidales y triterpenos, juegan un papel clave en la

bioactividad antitumoral.

Los resultados sugieren que tanto la particién hexanica como la butandlica poseen perfiles
fitoquimicos distintos pero complementarios; mientras que SPh concentra metabolitos con alta
citotoxicidad potencialmente Gtiles como agentes antitumorales, SPb destaca por su capacidad
antioxidante, lo que podria ser relevante para nuevas estrategias terapéuticas en las que se busca
modular el estrés oxidativo celular, estas propiedades sefialan que Solanum heterodoxum posee

metabolitos bioactivos con posibles aplicaciones potenciales en areas de la biomedicina.
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7.6 Andlisis de correlacién de Pearson

El anélisis de correlacion de Pearson indica la fuerza de asociacion de las variables cuando estas
son cercanas a +1; en el caso de los metabolitos de las plantas y los valores de Clso asi como de la

actividad antioxidante muestran diferentes fuerzas de asociacion.

7.6.1 Correlaciones extracto RJ

En la Tabla 8, revela que las antocianinas mostraron correlaciones negativas moderadas en los tres
tiempos, sugiriendo que, a mayor contenido de estas, podria tener un mayor efecto citotoxico al
disminuir la viabilidad celular; mientras que las pruebas de actividad antioxidante muestran una
correlacion negativa pero débil, lo que podria estimar que se relaciona débilmente el

comportamiento antioxidante a estos metabolitos de la planta.

Los flavonoides exhibieron correlaciones negativas pero fuertes, lo que sugiere que su
participacion podria actuar en la disminucién de la viabilidad celular teniendo mayor efecto a 24
h seguido de 48 h; por otro lado, en la prueba DPPH mostré una fuerza de asociacion fuerte, esto
propone que los flavonoides presentes en RJ actian inversamente proporcional con la actividad
antioxidante de este radical. En ABTSe" la relacion es negativa y débil lo que plantea que la

presencia de estos en el extracto no se relaciona con este tipo de actividad antioxidante.

Los taninos mostraron una fuerza de correlacion débil a 24 h y 48 h de Clso proponiendo que la
presencia de estos en el extracto, no influye en el efecto citotoxico, no obstante, a 72 h
matematicamente indica que existe una relacion relativamente débil y positiva lo que sugiere que
la participacion de estos aumenta débilmente la viabilidad celular al paso del tiempo; por otro lado
en DPPH presenta una correlacion débil-moderada, lo que podria sugerir que a mayor cantidad de
ellos mayor efecto antioxidante podria haber. Sin embargo, en ABTS+* el nivel de relacion es casi
perfecto, este dato expone que, a mayor concentracion de taninos en el extracto, habrd mayor efecto

antioxidante para este radical.

Los fenoles indican un nivel de correlacién relativamente débil y negativa en los tres tiempos del
Clso, planteando que la presencia de ellos podria influir levemente en la disminucion de la
viabilidad celular; en DPPH la correlacion negativa es muy cercana a 1, esto podria indicar que la

presencia de estos disminuye la capacidad antioxidante regida por este radical. En ABTS+* el nivel
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de fuerza es débil y negativo, interpretando que no tiene mucha participacion en la neutralizacion

de este radical.

La actividad antioxidante de DPPH tiene una relacion moderada en el efecto citotoxico a los tres
tiempos sugiriendo que a mayor concentracion de este tipo de antioxidantes aumenta la
concentracion inhibitoria haciendo menos efecto citotdxico con el paso del tiempo; en ABTS+* la
relacion a 24 h del Clsoes casi nula y negativa, proponiendo que este tipo de actividad antioxidante
no se relaciona con la capacidad citotoxica, a 48 h y a 72 h muestra una relacion débil y positiva,

sefialando una endeble participacion de estos compuestos con la citotoxicidad al paso del tiempo.

En general, este andlisis estadistico de RJ expone que antocianinas, flavonoides y fenoles pueden

tener cierta influencia sobre el efecto citotdxico de la linea celular SiHa y que los Taninos son los

metabolitos que mayormente participan en la capacidad antioxidante de ambas pruebas.

Tabla 8 Mapa de calor de las correlaciones de Pearson entre metabolitos y la citotoxicidad (Clso)
en el extracto de raiz de Jatropha dioica

Metabolito | Clso 24h Cls048h Clso 72h DPPH ABTSe*

Antocianinas | -0.68468 -0.77811 -0.85871 -0.27347 -0.49894
Flavonoides | -0.83143 -0.82082 -0.77755 -0.87369 -0.02672

Taninos -0.01113 0.1578 0.35253 0.42529 0.99777
Fenoles -0.47422 -0.50084 -0.52877 -0.98786 -0.31728
DPPH 0.5528 0.6456 0.6875
ABTS -0.06618 0.11049 0.29711

Los valores representan los coeficientes de correlacién de Pearson entre la concentracion de
cada metabolito y los resultados de las pruebas bioldgicas de RJ. Se empled una escala de
colores tipo heat map, donde los tonos azules representan correlaciones negativas, naranjas
correlaciones positivas, mientras que el color blanco indica relaciones débiles o nulas.

50



7.6.2 Correlaciones de extracto TJ

Las antocianinas presentes en el extracto TJ muestran una relacion negativa y relativamente débil
a 24 h, proponiendo que la presencia de estas podrian actuar en la disminucion de la viabilidad
celular, mientras que a 48 h existe una asociacion positiva pero debil, lo cual sefiala que su
presencia comienza a influir débilmente sobre el incremento de la viabilidad celular, a 72 h la
relacion es moderada, indicando matematicamente que estos metabolitos pueden influir en la
disminucion del Clsp moderadamente. En DPPH y ABTS<" no hay correlacion significativa por

parte de las antocianinas respecto a la neutralizacion de los radicales.

Los flavonoides muestran una correlacién positiva pero débil a 24 h en Clso esto sefiala la
posibilidad de que la presencia de los metabolitos promueven débilmente el aumento de la
viabilidad celular; a 48 h la relacién aunque positiva, no tiene una asociacion sobre la citotoxicidad
ya que el resultado es muy cercano a 0, sin embargo a 72 h parece mostrar una relacion moderada
y positiva respecto al Clsp, proponiendo que al paso del tiempo, a mayor cantidad de flavonoides
menor efecto citotoxico habra. En la capacidad antioxidante DPPH los flavonoides tienen una
participacion relativamente débil, lo cual indica una participacion parcial en la actividad
antioxidante de este radical, mientras que en ABTS<" se muestra una relacion relativamente débil
sugiriendo que estos flavonoides al tener mayor presencia en el extracto, el comportamiento

antioxidante disminuira.

En el caso de los taninos, no se obtuvo variabilidad en los datos, lo que impidié calcular
correlaciones significativas mediante el coeficiente de Pearson; esto se representa en la tabla con
un guion (—), indicando la ausencia de correlacién computable. Dicho resultado sugiere que, bajo
las condiciones experimentales, la concentracidn de taninos no mostré cambios medibles entre las
muestras, por lo que no es posible establecer una relacién estadistica con la actividad citotoxica o

antioxidante evaluada.

Los fenoles muestran una correlacién relativamente fuerte y positiva en el efecto citotdxico a 24
h, esto propone que a mayor cantidad de fenoles presentes en el extracto mayor sera el Clso; sin
embargo, este comportamiento parece revertirse puesto que tiene una relacion moderada pero
negativa, proponiendo que a mayor concentracion mayor efecto citotoxico, no obstante, a 72 h

segun los andlisis, los fenoles podrian contribuir en el aumento de la viabilidad celular.
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Los metabolitos que participan en la actividad antioxidante para DPPH segun la Tabla 9 tienen

una asociacion relativamente débil y positiva, lo que podria indicar que la presencia de estos

contribuye al aumento de la viabilidad celular a 24 h, sin embargo a 48 h se convierte en una

relacion relativamente fuerte y negativa exponiendo que, a las 48 h estos compuestos intervienen

en el efecto citotdxico, no obstante a 72 h la relacion es débil pero positiva proponiendo que

aumenta el Clso pero con un menor impacto.

La actividad antioxidante de ABTSe* contribuye al aumento del Clso a las 24 h, mientras que a

las 48 h la asociacion es débil respecto al incremento de la concentracion inhibitoria, peroa 72 h

este comportamiento aumenta relativamente, sefialando que al paso del tiempo puede aumentar

la dosis letal media.

Tabla 9 Mapa de calor de las correlaciones de Pearson entre metabolitos y la citotoxicidad (Clso)
en el extracto de tallos de Jatropha dioica

Metabolito | Clsp 24h  Cls048h  Clso 72h DPPH ABTSe*
Antocianinas | -0.40142 0.2561 -0.58281 0.03616 -0.04573
Flavonoides | 0.19563 0.0659 0.65889 0.3895 -0.45109
Taninos — — — - -
Fenoles 0.74811 0.72547 | 10.8657 = -0.71492
DPPH 0.42144 0.27091
ABTS 0.84076 0.10603 0.3654

Los valores representan los coeficientes de correlacién de Pearson entre la concentracion de
cada metabolito y los resultados de las pruebas biol6gicas de TJ. Se emple6 una escala de
colores tipo heat map, donde los tonos azules representan correlaciones negativas, naranjas
correlaciones positivas, mientras que el color blanco indica relaciones débiles o nulas.
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7.6.3 Correlaciones de extracto Sr

Las antocianinas presentes en el extracto Sr muestran una relacién fuerte y positiva respecto a la
citotoxicidad a 24 h, lo que especula que a mayor cantidad de estas podrian ayudar a aumentar el
Clso, a 48 h la asociacién se vuelve moderada teniendo un impacto parcial en la concentracion
inhibitoria, sin embargo, a 72 h este efecto se ve inverso, lo que podria sefialar que con el paso del
tiempo entre mas antocianinas presentes la concentracion inhibitoria disminuye, lo que aumenta
su toxicidad. Por otro lado, en DPPH muestran una asociacion débil y positiva, proponiendo que
la presencia de algunas antocianinas, debilmente actian en el efecto antioxidante y con ABTSe*
muestra una relacion débil a moderada, exponiendo que podria influir algunos tipos de

antocianinas en la neutralizacion de este radical.

Los flavonoides parecen tener un efecto protector a 24 h segun lo que exponen los resultados,
puesto que, la correlacion marcada es moderada-fuerte proponiendo que a mayor concentracion de
estos metabolitos aumenta la Clso, sin embargo, a partir de 48 h y a 72 h parece perder ese efecto
pues el resultado es méas cercano a cero, lo que se especularia ya no habria relacion de estos
metabolitos con el efecto citotoxico. En DPPH muestran una relacion positiva y fuerte, esto
sefialaria que los flavonoides influyen fuertemente en el efecto antioxidante de este radical, por
otro lado, en ABTSe" la asociacion es casi nula por lo que parece ser que no hay relacion alguna

de estos metabolitos con la neutralizacién del radical.

En taninos, a 24 h tiene una correlacion positiva moderada a buena, especulando que a mayor
concentracion de taninos la Clso aumenta, haciendo menos toxico su efecto, sin embargo, a48 hy
a 72 h el efecto es distinto, ya que al estar cercanos a cero podrian sefialar que no hay influencia
alguna del comportamiento biolégico por parte de taninos. Mientras que, en la actividad
antioxidante, en DPPH y ABTSe* los resultados de relacion son fuertes y positivos, mostrando que

hay una estrecha asociacion entre los metabolitos con la capacidad antioxidante.

Los fenoles totales tienen una correlacion fuerte y negativa con la actividad citotoxica, lo que
sugiere que al haber més de estos compuestos el Clso disminuye, configurandole una mayor
citotoxicidad, mientras que a 48 h la relacion se torna débil y negativa, lo que propone que hay
una pequefia asociacion entre la cantidad de estos y el efecto toxico, sin embargo a 72 h ocurre lo

contrario, se vuelve positiva y débil la relacion, intuyendo que, los fenoles débilmente aumentan
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la viabilidad celular. No obstante, la relacion es fuerte en la actividad antioxidante de ambas
pruebas, sugiriendo que estos compuestos tienen una alta participacion en la neutralizacion de los
radicales.

Los metabolitos que participan en el efecto neutralizante del radical DPPHe, segln la estadistica
de correlacion al ser positiva y moderada, sugiere que, a mayor cantidad de estos, la viabilidad
aumenta, no obstante a 48 h al ser cercano a cero el nivel de relacion, parece no intervenir la
cantidad de ellos con el efecto citotoxico, pero a 72 h comienza a intervenir débilmente
disminuyendo el Clso.

En ABTSe" los resultados de correlacion en Clspa 24 h indican una asociacion fuerte y positiva,
proponiendo que podria ayudar a aumentar la viabilidad celular este tipo de accion antioxidante,
sin embargo a 48 h el efecto “protector” se va perdiendo ya que comienza a ser una asociacion

débil, y a 72 h segun los datos parece no haber una relacion respecto al efecto de citotoxicidad.

Tabla 10 Mapa de calor de las correlaciones de Pearson entre metabolitos y la citotoxicidad
(Clso) en el extracto de Solanum rostratum

Metabolito | Clso 24h Cls048h Clso72h DPPH ABTSe*

Antocianinas | 0.81492 067917 = -0.74601 =  (.26941 0.40193
Flavonoides | 0.78132 -0.08614 -0.04473 0.98265 -0.02672
Taninos 0.77164 -0.15132 0.01757 0.92646 0.9733

Fenoles _ -0.22871 0.34981
DPPH 0.67796 0.06 -0.17653
ABTS 0.84893 0.22125 -0.01144
Los valores representan los coeficientes de correlacién de Pearson entre la concentracion de
cada metabolito y los resultados de las pruebas bioldgicas de Sr. Se empled una escala de

colores tipo heat map, donde los tonos azules representan correlaciones negativas, naranjas
correlaciones positivas, mientras que el color blanco indica relaciones débiles o nulas.
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7.6.4 Correlaciones de extracto Sh

De acuerdo a la Tabla 11, las antocianinas estadisticamente parecen no tener relacion con el efecto
citotdxico ya que el resultado es cercano a 0, a 48 h el nivel de asociacion es débil y negativo,
proponiendo que, las concentraciones de estos metabolitos podrian influir débilmente al efecto
inhibidor del crecimiento celular, mientras que a 72 h al ser positivo y débil sugiere que casi no
influyen en el aumento de la viabilidad celular. En DPPH el nivel de asociacion ademas de
positivo, es relativamente débil, lo que sugiere que su participacion influye muy poco en la
capacidad antioxidante, mientras que en ABTSe" el resultado estadistico es negativo y
relativamente débil, por lo que a mayor cantidad de estos compuestos menor neutralizacién de este

radical habra.

Los flavonoides tienen una relacion positiva y moderada respecto a la concentracion inhibitoria a
24 h, sugiriendo que, a mayor concentracion de estos, la viabilidad aumenta moderadamente
reduciendo asi el efecto citotoxico; a 48 h el nivel de asociacion es relativamente fuerte y positivo,
proponiendo que los flavonoides tienen una influencia sobre la disminuciédn de la citotoxicidad, no
obstante, para 72 h este efecto se vuelve inverso, ya que segun los datos, la correlacion es negativa
y relativamente fuerte, suponiendo que estos metabolitos empiezan a tener un efecto citotoxico
sobre la viabilidad celular. En DPPH, los flavonoides estadisticamente tienen una asociacion
relativamente fuerte indicando que entre mas concentracion, mayor neutralizacion del radical
DPPH-« habra, no obstante, en ABTSe" la relacion es relativamente débil y negativa, proponiendo

que mientras mas metabolitos de estos haya, menor neutralizacién del radical.

Los taninos muestran una correlacion relativamente débil y positiva con la actividad citotoxica a
24 h, insinuando que a mayor concentracién aumentaria la viabilidad celular, este comportamiento
disminuye a 48 y 72 h. Mientras que los analisis estadisticos de la capacidad antioxidante muestran
gue hay una asociacién relativamente fuerte entre estos metabolitos y la neutralizacion del radical,

mientras que en ABTS<" es moderada la relacion.

Los fenoles muestran una relacion relativamente débil y negativa, sugiriendo que estos metabolitos
podrian participar en la disminucion de la concentracion inhibitoria, confiriéndole cierto grado de
citotoxicidad al extracto, a 48 h parece perder el efecto, puesto que el resultado de relacién es
cercano a cero, lo que matematicamente indica que no hay relacién alguna entre el efecto biologico
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y este grupo de compuestos, no obstante a 72 h la asociacion se vuelve débil y positiva, sefialando
que podria participar muy poco en el aumento de viabilidad celular.

Los analisis de correlacion en DPPH exponen que existe una relacion positiva y relativamente
fuerte entre este tipo de antioxidantes y el efecto citotoxico a 24 h'y 48 h, sugiriendo que a mayor
participacion de estos la viabilidad aumenta, no obstante, a 72 h el efecto es inverso, ya que la
asociacion es fuerte y negativa, lo que propone que a mayor participacion, la concentracion
inhibitoria disminuye, teniendo més efecto citotdxico.

En ABTSe" la correlacidon que existe en el efecto citotdxico a 24 h es positiva y relativamente
fuerte, especulando que la participacion de este tipo de antioxidantes influye en la citotoxicidad
del extracto al disminuir el Clso, @ 48 h 'y 72 h la relacion es negativa y relativamente débil,
sefialando que el efecto citotoxico se va perdiendo al paso del tiempo.

Tabla 11Mapa de calor de las correlaciones de Pearson entre metabolitos y la citotoxicidad (Clso)
en el extracto de Solanum heterodoxum

Metabolito | Clso 24h Cls048h Clso 72h DPPH ABTSe*
Antocianinas | -0.08891 -0.1673 0.1555 0.35343 -0.43598
Flavonoides 0.586 0.82331 -0.79295 0.75887 -0.21113
Taninos 0.414 0.17967 0.2071 0.82015 0.6053
Fenoles -0.47491 -0.07002 0.2236 -0.59872 -0.95727
DPPH 0.892 0.81902 -0.83985
ABTS -0.70707 -0.3069 -0.43176

Los valores representan los coeficientes de correlacién de Pearson entre la concentracion de
cada metabolito y los resultados de las pruebas biolégicas de Sr. Se empled una escala de
colores tipo heat map, donde los tonos azules representan correlaciones negativas, naranjas
correlaciones positivas, mientras que el color blanco indica relaciones débiles o nulas.
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8 CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron extractos metandlicos enriquecidos en metabolitos mediante maceracion
asistida por reflujo.

2. Jatropha dioica present6 los niveles més altos de fenoles totales, taninos y antocianinas,
ademas de la mayor actividad antioxidante.

3. Solanum rostratum y Solanum heterodoxum fueron las especies con mayor contenido de
flavonoides.

4. S. heterodoxum mostré la mayor actividad citotdxica en células SiHa, en comparacion con
los extractos de J. dioica y S. rostratum.

5. La particién hexanica del extracto metandlico de S. heterodoxum mostré mayor efecto
citotoxico, mientras que la particion butandlica tuvo mayor actividad antioxidante con baja
toxicidad.

6. Las especies estudiadas poseen metabolitos con potencial farmacologico, lo que puede
ayudar para el desarrollo de alternativas terapéuticas y el aprovechamiento de la

biodiversidad nativa de México.

Las especies Jatropha dioica, Solanum rostratum y Solanum heterodoxum representan recursos
naturales con presencia de metabolitos secundarios con potencial bioactivo, estos hallazgos
contribuyen al conocimiento de la flora mexicana con interés biomédico, ademas respaldan la
importancia de estudiar plantas nativas como recurso para el desarrollo de nuevas moléculas

terapéuticas.
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8.1 PERSPECTIVAS A FUTURO

Con base a los resultados se sugiere hacer un fraccionamiento y aislamiento dirigido de los
compuestos activos presentes en S. heterodoxum, especialmente en la particion hexanica, para la
identificacién de moléculas con actividad antitumoral y evaluar sus mecanismos de accién
especificos a través de analisis de expresion génica, deteccion de apoptosis, ensayos de potencial
de membrana mitocondrial (A¥m) y deteccidon de proteinas asociadas a vias apoptoticas, para
confirmar su efecto sobre rutas de muerte celular programada, estrés oxidativo o sefializacion

intracelular.

Asi mismo una evaluacion de bioactividad diferencial en otras lineas celulares tumorales y no
tumorales podria explorar el perfil de selectividad de las moléculas presentes en los extractos y
caracterizacion espectroscopica (RMN, LC-MS/MS) para establecer la identidad estructural de los

metabolitos responsables de la actividad biologica observada.
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