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1. RESUMEN.

El cnCeres la segunda causa de muerte a nivel mundial causando una de cada seis muertes
y en MéxXico durante el afio 2021 un 8 % (90,123) de las defunciones fue por tumores
malignos. El/bjetivo de esta tesis fue determinar el perfil metabolico de la fraccion 6 (F6)
del extracto héxanico de Epaltes mexicana (EHEm) que tiene efecto citotoxico para
conocer los metabolitos responsables de la actividad y evaluar el efecto antioxidante para

explorar la posible relaeion con la actividad citotoxica.

Mediante procesos cromatograficos se obtuvo la F6 del EHEm y se analiz6 mediante
LC/MS-QTOF, se utiliz6 como _fase maovil: A) acido férmico al 0.1% en agua y B) acido
férmico al 0.1% en acetonitrilo, 1.ng de la fraccion 6 se disolvié en 1 mL de acetonitrilo y
se diluy6 1:100 para iniciar la elucién, Para evaluar la actividad antioxidante se utilizo6 el
ensayo DPPH y ABTS.

Se logré identificar mediante la anatacion de iones, fragmentaciéon MS/MS y comparacion
con bases de datos ocho metabolitos ~de/ naturaleza terpénica clasificados como
sesquiterpenos (farfugina A y deshidromiodesmona), diterpenos (giberelina Al5,
eremopetasetenina A1, hidroxiisonobilina, anhidraCinzeilanina y taxodiona) y un triterpeno
(nigakilactona H). El Unico extracto que tuyo efecto antioxidante por ambos métodos fue el
EMEm, Clso=6.12 Eq. A.A. y Clso= 0.228 CAET, en DPRPHYy ABTS, respectivamente.

Se sugiere continuar con los estudios de aislamiento de lesymetabolitos como fuente
prometedora de fa&rmacos anticancerigenos, asimismo el EMEmges una fuente de moléculas

de gran potencial antioxidante.

Palabras claves: Antioxidante, Epaltes mexicana, LC/MS-QTOF, terpenes.
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2. ABSTRACT.

Cancer isithe second leading cause of death worldwide since one in every six deaths is due
to cancer. In"Mexico in the year 2021, 8% (90,123) of deaths were due to malignant tumors.
The objective, was to determine the metabolic profile of the F6 of EHEm that has a
cytotoxic effect tg.know the metabolites responsible for the activity and to evaluate the
antioxidant effect'to.explore the possible relationship with the cytotoxic activity.

Through chromatographic,processes, the fraction was obtained and analyzed by LC/MS-
QTOF, the following were used as mobile phase: A) 0.1% formic acid in water and B)
0.1% formic acid in acetonitrile,*1 mg of fraction 6 was dissolved in 1 mL of acetonitrile
and diluted 1:100 to start elution. To evaluate the antioxidant activity, the DPPH and ABTS

assay were used.

Eight terpene metabolites classified “as. sesquiterpenes were identified through ion
annotation, MS/MS fragmentation. and, comparison with databases: Farfugin A and
dehydromiodesmone;  diterpenes: Gibberellin ~ A15,  eremopetasetenin Al
hydroxyisonobilin, anhydrocynzeilanin/and taxodione; and triterpene: Nigakilactone H. In
the determination of antioxidant activity, .the only-extract that had an effect by both
methods was EMEm, ICso= 6.12 Eq. AA(and ICs="_0:228 CAET, in DPPH and ABTS,

respectively.

It is suggested to continue with studies on the isolation of metabolites as a promising source
of anticancer drugs, and EMEm is also a source of molecules)with great antioxidant
potential.

Keywords: Antioxidant, Epaltes mexicana, LC/MS-QTOF, terpenes.
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3. AINTRODUCCION.

En Meéxico, se ha registrado una cantidad mayor a 4,000 especies medicinales con
diferenteS usos por lo que se considera que el conocimiento herbolario se transmite
generacion tras generacion y su aplicacion persiste tanto en comunidades indigenas como
en zonas urbanas (Veldzquez-Vazquez et al., 2019). Se estima que el 80% de la poblacion
mundial recurre a-lasmedicina tradicional para la atencion primaria de salud incluyendo el
uso de plantas medicinales, las cuales han sido uno de los recursos més valorados por el ser

humano a través del tiempo.(Maldonado et al.,2020).

En la medicina tradicional de, Tabasco es utilizada Epaltes mexicana (E. mexicana) para el
tratamiento de diversos padecimientos como gripe, asma, dolor muscular y problemas
dermatoldgicos (Heinrich, 2003;“Magafa-Alejandro et al., 2010). Se han aislado ocho
sesquiterpenos con actividad antibacteriana (Heinrich, 2003; Wu et al., 2006); también
recientemente se identifico actividad citetoxica en una fraccion del extracto hexanico de E.
mexicana (EHEm) en modelos celulares de caneer, no hay evidencia cientifica que exponga

los componentes responsables de estaactividad terapéutica (Juarez-Velazquez, 2022).

Debido a lo anterior, en la presente investigacion se realizo un perfil metabolico a partir de
la anotacion de iones de la F6 del EHEm) por cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas con el objetivo de ‘identificarles“compuestos responsables de la
actividad citotoxica. Ademas se ha mencionado que alguno$ de los metabolitos de las
especies medicinales tienen la capacidad de modular las vias«de.sefalizacion celular que
interfieren en los mecanismos de defensa para preservar a las céltlas no tumorogénicas de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y llevan a la apoptosis a las_células tumorigénicas
(Prakash et al., 2021); asi que tambien se determind la evaluacion” de la capacidad
antioxidante del EHEm con las técnicas DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazile) y ABTS
(&cido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) para determinar “la+ capacidad
antioxidante del extracto y analizar la posible relacion con el efecto citotoxico de los

metabolitos presentes en la fraccion con actividad citotoxica.
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4. MARCO TEORICO.
4.1 Cancer.

La palabra cancer engloba a conjunto de enfermedades que puede afectar diversas partes
del cuerpo, estas afecciones comparten en comdn un desorden en el ciclo celular generando
un crecimiento”acelerado y como consecuencia acumulaciones de células (tumores) que
tienen la capacidad de alterar las funciones de los 6rganos o tejidos en donde se desarrollan
y también extenderse.a‘Otras partes del cuerpo. Debido al total de incidencia y las muertes
por el cancer se considera_un problema de salud pablica (Catherine-Sanchez, 2013; OMS,
2021).

4.1.1 Estadisticas del cancer.

En el afio 2020 se produjeron 10¢millones de muertes por cancer a nivel mundial y se
considera la segunda causa de muerte,\pues una de cada seis muertes se debe al cancer
(Crosby et al., 2022). En 2021, seregistraron 1,122,249 defunciones en México, de las
cuales 8 % (90,123) fue por tumores-malignos. lLos estados que presentaron tasas de muerte
mas altas fueron Ciudad de México,\Colima, Veracruz, Sonora, Chihuahua y Morelos,
oscilando entre 7.8 a 9.3 defunciones /por, cada (10-mil habitantes (Figura 1), (Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI], 2023).

Figura 1. Estadisticas de defunciones registradas 2021. Base de datos. SNIEG. Informacion de interés
nacional y estimacion de poblacion elaborada por el INEGI con base en el marco de muestreo de viviendas
(tomado de INEGI, 2023).
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Losstipos de cancer que se detectan frecuentemente en México son el cancer de mama y el
cervicouterino en las mujeres, también son los tipos de cancer que ocupan las primeras

causas demuerte por tumores malignos (Sanchez-Mercader et al., 2021).
4.1.2 Caracteristicas del cancer.

Las caracteristicas ydel cancer surgen como un conjunto de capacidades funcionales
obtenidas por células-debido al cambio de estar en un estado de normalidad a estados de
crecimiento neoplasico~-que permiten la formacion de tumores malignos. Los diferentes
tipos de cancer se desarrolfan.debido a una gran variedad de factores que incluyen mdaltiples
pasos lo que genera una diversidad de patogénesis maligna que incluye maultiples tipos de
tumores y una abundancia de subtipos que abarcan varios dafios (Hanahan, 2022).

Hanahan (2022) ha indicado que pugden ser ocho caracteristicas las distintivas del cancer
(Figura 2, izquierda) se incluyen 1)\Jas capacidades para sustentar la sefializacion
proliferativa; 2) evadir los supreseres del crecimiento; 3) evadir la muerte celular; 4)
autorizar la inmortalidad replicativa;Z5) estimular/permitir la vascularizacion; 6) iniciar la
invasion y la metéstasis; 7) reprogramar el metabolismo celular; y 8) eludir la destruccion
inmune. Sin embargo, derivado de nuevos estddies-se proponen otras caracteristicas
emergentes (Figura 2, derecha) que comprenden desbloquear la plasticidad fenotipica,
reprogramacion epigenética no mutacionaly microbiomas polimorficos y células

senescentes.
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Figura 2. Caracteristicas del cAncergEn a.izquierda, se muestran las ocho capacidades distintivas y dos
caracteristicas habilitadoras. En la derecha;se muestran las caracteristicas emergentes propuestas adicionales y

caracteristicas habilitantes (modificado de Hanahan, 2022).

4.1.3 Factores que propician el cancer.

De acuerdo con el informe de la OrganizacionyMundial de la Salud (OMS) se ha reportado
que la carga de las enfermedades *no transmisibles (ENT) aumentan gradualmente en
diversos paises, estas incluyen céancer, diabetes;™ enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neurodegenerativas y enfermedades respiratorias crénicas (OMS, 2023). Los
numeros de mortalidad por las ENT representan aproximadamente dos tercios del total de
la mortalidad anual principalmente en los paises en vias de desarrollo, se considera que es
por el tipo de vida poco saludable en la mayoria de la poblacion.como una dieta con altos
consumos de grasas y calorias que provoca un desequilibrio; adicionalmente, la poca
actividad fisica que realizan, el desarrollo de una ENT principalmente-se ha relacionado

con el estrés oxidativo (Romulo, 2020).

Los comportamientos para la aparicion del cancer no sélo dependen del~genotipo del
huésped, sino que también se ven intervenidos por otro tipo de factores cemo) ingesta
excesiva de calorias/nutrientes, infeccion o tabaquismo que inducen la tumorigénesis e
incrementan el riesgo de la aparicion del cancer. La capacidad poco efectiva de las células
inmunitarias para detectar y eliminar células cancerosas recién formadas es un punto clayve

en el crecimiento y la propagacion de tumores. En gran parte de los diferentes tipos de
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caneer no se conoce las células originales con mutaciones de potencial transformador, pero

hay pruebas que indican que el cancer puede originarse por (Yin et al., 2021):

a) Mutaciones de células madre.

b) Transformacion de células progenitoras.

c) Adquisicion e hibridacion de los ADN del huésped por parte de las bacterias.
d) Reposo embrionario.

e) Detencion de la maduracion.

f) Desdiferenciacion desCélulas maduras.

Es conocido que las mutaciones.genéticas tienen un papel importante en la carcinogénesis,
se ha indicado que se requiereé mas de una mutacion critica y se estimé que el nimero
necesario de mutaciones es de tres:a siete para superar la reparacion del ADN, evadir la
apoptosis y adquirir funciones excesiyvas, como la proliferacion continua. No obstante, el
conocimiento de los patrones de adquisieion de mutaciones genéticas en células normales
es limitado. Mediante un estudio de secuenciaeion del genoma completo se descubrio que
las personas normales pueden portarcmutaciones®conductoras en las primeras décadas de
vida pero la carga incrementa con la edad.. Existen semejanzas entre las células madre y las
células cancerosas en la expresion genética y las_caracteristicas biologicas, aunque la
transformacion de células madre en células cancerosas todavia necesita algunas
mutaciones, después de que las células madre han pasado'por.€l proceso de mutagénesis se

convierten en el origen o transmisor de cancer (Yin et al., 2021).
4.1.4 Tratamientos.

Los tratamientos para tratar el cancer eran limitados e incluian la Cirugia, radioterapia y
quimioterapia como tratamientos solos o0 en combinacion. Actualmente se\implementan
estrategias combinatorias que abarcan mdltiples terapias dirigidas o quimioterapias
tradicionales, como los taxanos y los compuestos de platino que tienen un efectopositivo o
sinérgico. Se han empleado nuevos enfoques como medicamentos, moléculas biolégicas y
terapias inmunomediadas dentro del tratamiento; sin embargo, la quimioterapia’ se
considera la modalidad més eficaz y ampliamente empleada. Los tratamientos hormonales

también se usan ampliamente para el cancer y se consideran citostaticos porque restringen
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el crecimiento del tumor al limitar los factores de crecimiento hormonal que acttan en la
direccion, del eje hipotalamico-pituitario-gonadal (HPGA), el blogueo de los receptores
hormonales'y la limitacion de la sintesis de esteroides suprarrenales (Debela et al., 2021).

Los tipos destratamiento del cancer se pueden dividir en convencionales (tradicionales) y
avanzados o modernos. Los primeros abarcan la reseccién quirdrgica de los tumores
seguida de radioterapia con rayos X y/o quimioterapia siendo la cirugia mas efectiva en una
etapa inicial dado que_la radioterapia puede dafar células, 6rganos y tejidos sanos; por otra
parte, la quimioterapia ha disminuido la mortalidad y morbilidad, pero los agentes dafan a
las células sanas en especial’a las que por naturaleza crecen y se dividen rpidamente, en la
Figura 3 se muestran algunos_fédrmacos utilizados en el tratamiento para el cancer. Las
terapias contra el cancer que se‘censideran avanzadas e innovadoras incluyen terapia con
células madre, células madre pluripotentes, células madre adultas, células madre
cancerosas, terapia farmacoldgica “dirigida, agentes objetivo (como anticuerpos
monoclonales, inhibidores de _mpoléculas pequefias, ablacion térmica), antioxidantes

naturales y terapia de genes (Debelaet al., 2021).

Farmacos para-el tratamiento del cancer

Agentes que danan los

microtibulos: Complejos de coordinacion de platino:
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Figura 3. Farmacos para el tratamiento del cancer ubicados segun el sitio de accion en el ciclo €elular. Figura

propia.
4.2 Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se ha definido como el desequilibrio entre la produccion de oxidantes‘y
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las ,defensas antioxidantes, lo que puede generar diversas enfermedades como céncer,
aterosclerosis, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y Alzheimer. El nivel en
que el estrés oxidativo contribuye en el desarrollo de las enfermedades es variable, dado
que la eficacia_de incrementar la defensa antioxidante puede ser limitada para algunas
enfermedades: Algunas investigaciones han demostrado que los antioxidantes como el
acido ascérbicol y* les tocoferoles, protegen contra el céncer y las enfermedades
cardiovasculares (Forman-& Zhang, 2021; Parcheta et al., 2021).

4.2.1 Radicales libres:

Las especies reactivas son entidades o fragmentos moleculares considerados subproductos
de procesos celulares, que tienen lascapacidad de existir de forma independiente y dentro de
sus principales caracteristicas resaltan que contienen uno o mas electrones desapareados en
un orbital atbmico externo o en ungorbital molecular, son de vida corta y altamente
reactivos lo que hace que presenten reaeeiones en cadena. Algunos radicales libres son las
especies reactivas de oxigeno” (ROS) y _especies reactivas de nitrogeno (RNS) que
participan en numerosos procesos .enyel organismo, por ejemplo, maduracion celular,
proteccion inmune, citotoxicidad contra/patégenossNo obstante, pueden causar dafios en
proteinas, lipidos e incluso modificar el’ADN (Martemucci et al., 2022; Parcheta et al.,
2021).

Los radicales libres poseen una carga eléctrica negativa que”es, contrarrestada por la carga
nuclear positiva de los positrones resultando una particula neutra;.de lo contrario, tenemos
radicales anidnicos o cationicos. En el organismo estas especies suelen ser neutralizadas
por los antioxidantes disminuyendo los efectos dafiinos, como las.€nzimas superdxido
dismutasa y catalasa que se encargan de restaurar el dafio oxidativo(Martemucci et al.,
2022; Parcheta et al., 2021).

El electrén desapareado de un radical libre se indica mediante un punto en el atome,o grupo
predominantemente, por ejemploH (radical de hidrdgeno), "OH (radical hidroxilo)
y ‘CHjs (radical metilo). En los radicales de oxigeno, el electron desapareado se encuentra
principalmente en un dtomo de oxigeno, por ejemplo, superdxido (O2™), hidroxilo (*OH),
peroxilo (ROO"). Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno pueden ser compuestos
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radicales 0 no radicales, estas Ultimas suelen desencadenar facilmente reacciones de
radicales-libres en los organismos vivos, aun siendo no radicales se consideran dentro de la
denominaeion de ROS, los radicales tienen diferente reactividad; por ejemplo, la
reactividad-de_ROS en orden decreciente es: “OH > 02" > H20», asi que esta reactividad se

relaciona con‘el patencial para lesionar las moléculas bioldgicas (Martemucci et al., 2022).
4.2.2 Principales especies reactivas de oxigeno.

Las especies reactivas de\oxigeno engloba tres especies quimicas de la via Fenton/Haber-
Weiss (radical superéxido Qz, peroxido de hidrogeno H20O.y radical hidroxilo ‘OH),
productos de la reduccion parcial del oxigeno. La reduccion de cuatro electrones del
oxigeno molecular lleva a la produccion de agua sin la propagacion de ROS, en cambio la
reduccién de un electron provocarla produccion del radical superdxido, perdxido de
hidrégeno o el radical hidroxilo. Los sadicales O>~y "OH tienen electrones desapareados
en orbitales externos asi que se consideran-radicales libres, mientras que otros compuestos
como perdxido de hidrégeno (H202), 0zono-(@s) y oxigeno singlete (*O2) que no tiene

electrones desapareados son no radicales<(Tabla 1), (Martemucci et al., 2022).

Tabla 1. Principales especies reactivas de oxigeno generadas durante el metabolismo (Martemucci et al.,

2022).
Especies reactivas de oxigeno/(ROS)
Radicales No radicales
Nombre Simbolo  Vida media Nombre Simbolo Vida media
Superdxido o~ 10°°s Pﬁ_rOXIIdO W H,0, Estable
idrogeno

Hidroxilo *OH 101%s Ozono O3 s
Hidroperoxilo HOy S Oxigeno singlete 0, (a'Ag) 10 s

Peroxilo ROO* 17s Acido hipocloroso HOCI Estable (min.)

Alcoxilo RO" 106s Peroxinitrito ON@O 10 3s

Hidroperdxido

" ROOH Estable
organico

s. segundos; min. minutos.

4.2.2.1 Radical anion superéxido (O2™).

En el anion superdxido (O2) se encuentra reducido el oxigeno molecular que es*fermado
al recibir un electrén en un orbital antienlazante n*. Con so6lo un electrén desapareado, el
superoxido es menos radical que el O, la incorporacién de otro electron al O> genera el

ion peroxido (O27), que es un no radical dado que no tiene electrones desapareados sin
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embargo tiene un enlace oxigeno-oxigeno mas débil. Al afiadir dos electrones mas al O2%"
eliminascompletamente el enlace, generando dos O» (iones de 6xido). El producto de
reducciénsde dos electrones del O, da como resultado H2O.y la reduccion de cuatro
electrones ‘genera agua. Esto se efectia generalmente la cadena de transporte de electrones
mitocondrial en.el desarrollo de la fosforilacion oxidativa, que da como producto trifosfato
de adenosina (ATP).«El anion superoxido se genera por actividad enzimatica o no
enzimatica, por transferencia directa de electrones a una molécula de oxigeno o por medios
fotoquimicos; en los sistemas bioldgicos, Oz~ es el primordial iniciador de especies
reactivas como °‘OH, '0z,_HOCI, ONOO", COs~ y GSSG™ (disulfuro de glutation). Las
enzimas que originan superéxido comprenden oxigenasas que dependen del citocromo
P450 y xantina oxidasa dependiente de lipoxigenasa, ciclooxigenasa y nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa (Martemucci et al., 2022).

Dos radicales superéxidos pueden reaceionar y producir peréxido de hidrégeno (H202), que
puede reducirse a agua o redugcirse parcialmente al radical hidroxilo extremadamente
reactivo ("OH). La dismutacion del.radical superoxido puede efectuarse por dos formas,
esponténea o catalizada por enzimas'eomo superoxido dismutasa. La produccién de “OH es
posible por la descomposicion de H>O, catalizada mediante iones de metales de transicion
en el estado de valencia inferior, como Fe%_0'Cu* o pef la reaccion de H,O2 con un radical
superdxido, ademas los metales de transicion“oxidados (e Ja reaccion de Fenton pueden
reducirse nuevamente a través de O, debido a que €s_altamente reactivo tiene la

capacidad de lesionar moléculas de proteinas, lipidos 0 ADN (Martemucci et al., 2022).
4.2.2.2 Radical Hidroxilo ("OH).

El radical més reactivo quimicamente que se genera in vivo es el radical*hidroxilo *OH, se
produce a través de la reaccion de Fenton donde el hierro libre (Fe?*)*reacciona con
peroxido de hidrogeno (H20.) y por la reaccion de Haber-Weiss del radical superdxido con
hierro férrico (Fe**) produciendo Fe?*. La reaccion no se limita al hierro, ya que.involucra
otros metales (Cu?*, Ti**y Co®*") en algunas ocasiones, se calcula que una célulargenera
aproximadamente 50 radicales hidroxilos por segundo debido a que tienen el mayor

potencial de reduccién de un electron, por estos motivos se consideran las especies libres
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méas~dafiinas por tener la capacidad de lesionar a gran variedad de moléculas a pocos
nanometros después que se generan. Se considera que el *OH es responsable del 60-70 %
del dafio tisular ocasionado por la radiacién ionizante (Martemucci et al., 2022).

4.2.3 Enfermedades ocasionadas por el estrés oxidativo.

Se han identificado dos mecanismos del estrés oxidativo que originan algunas
enfermedades, el primero se centra en la liberacidn de especies reactivas en el desarrollo
del estrés oxidativo, ‘cemo ‘OH, ONOO™~ y HOCI, dado que producen la oxidacion de
macromoléculas de &cidos).nucleicos, lipidos de membrana, enzimas y proteinas
estructurales, lo que lleva a un mal funcionamiento y la muerte; el segundo se basa en una
sefializacion redox anormal, los oxidantes como H>O> generados por la células mediante
una estimulacion fisiologica actianieomo segundos mensajeros, sin embargo, en el estrés
oxidativos una produccién no fisiolégica de este oxidante ocasiona un fallo en la

sefializacion redox (Forman & Zhang, 2021).

Los dos mecanismos pueden intervenir en Ia aparicion de una enfermedad, un ejemplo es la
diabetes, en la que se aglomeran productos de la glicacion avanzada y una activacion de las
vias de sefializacion anormal del estrés oxidativa. Asimismo, una produccion mayor de
H>0> y liberacion de hierro proveniente dedas'proteinasen el estreés oxidativo debido a Oze~
y ONOO™ ocasiona un incremento considerable de productos de la lipoperoxidacion,
ademas de una sefializacion anormal. Por otra parte, los#tipos de contribuciones a las
patologias generadas por el estrés oxidativo se dividen en dos.grupos, el primero es donde
se considera al estrés como la fuente primordial del desarrollo de la enfermedad como la
toxicidad debido a la radiacién; el segundo es donde se considera al.estrés oxidativo como

una causa secundaria de la aparicion de la enfermedad (Forman & Zhang,”2021).
4.3 Relacion de ROS y cancer.

Las especies reactivas de oxigeno son consideradas subproductos del oxigeno en el
metabolismo celular, se han relacionado con el cancer debido a que se han encontrado en
células tumorales altos niveles de ROS y dafios en proteinas, lipidos y ADN, generando

inestabilidad genética y carcinogénesis que pueden ser oncogénicos (Figura 4). Las ROS gn
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el eéncer pueden ejercer un papel de moléculas de sefializacion, favoreciendo el
crecimiento irregular de las células, metastasis, evasion de la apoptosis y angiogénesis
(Moloney.&. Cotter, 2018).

ROS INICIACION PROMOCION

— Daiio al ADN @ Proliferacion
® —
Reparacion ADN Apoptosis

Célula normal Célula cancerosa

|

Células preneoplasicas

PROGRESION

Irreversible ‘

moleculares
oxidantes :_
e
% Estrés Células neoplasicas
oxidativo l
Da&;o@;qﬁvo
Proteinas Lipidos ADN Metastasis

Figura 4. Implicacion de los radicales libres (ROS)\en el desarrollo del cancer, un desequilibrio entre
especies moleculares oxidantes y antioxidante\puede genérar un estado de estrés oxidativo causando dafios en
proteinas, lipidosy ADN.gFigura propia.

Los antioxidantes sirven como defensa para_evitar la acamulacion en grandes cantidades de
ROS generando un equilibrio de oxidaciénsreduccion, en las células tumorales los
antioxidantes eliminan excesos de ROS pero mantienen cantidades de ROS protumorales,
ocasionando que se genere y desarrolle la resistencia a la apoptesis, esta produccién de
ROS también pueden afectar la resistencia a algunos medicamentos, dado que existe en el

cancer una falta de estabilidad genémica y dafio en el ADN (Moloney,& Cotter, 2018).
4.4 Antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias que, cuando estan presentes en concentraciones'adecuadas
inhiben, retrasan, controlan o previenen el dafio oxidativo que llevan al desencadenamiento
de enfermedades degenerativas en el organismo. Los antioxidantes inhiben los radicales
libres compitiendo en la reaccion de oxidacion de lipidos generando productos estables.que

no seguirdn participando en la oxidacion en reaccion de cadena. Los denominados
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antioxidantes secundarios se encargan de prevenir o retardar la oxidacion al erradicar los
promotores de la oxidacién, entre ellos se encuentran los iones metélicos, el oxigeno

singlete’y.das enzimas prooxidativas (Romulo, 2020; Shahidi & Zhong, 2015).

El efecto deslos antioxidantes puede estar determinado por diversos factores como las
caracteristicas €structurales, concentracion, temperatura, tipo de sustrato de oxidacion y
estado fisico del ‘sisttma, ubicacion de accion, asi como la presencia de prooxidantes y
sinergistas. Todos estos puntos deben considerarse al evaluar la eficacia y seleccionar un

antioxidante adecuado para.una aplicacion especifica (Shahidi & Zhong, 2015).
4.4.1 Caracteristicas de los antioxidantes.

Un efecto de un antioxidante estd determinado por diversas variables como caracteristicas
estructurales, por ejemplo, la estruCtura quimica establece la reactividad intrinseca de los
antioxidantes con los radicales libres; la‘'termodindmica de la reaccion y el nivel en que
reacciona el antioxidante, otras caracteristicas son la concentracion, tipo de sustrato de
oxidacion y estado fisico del sistema;*asi como’la presencia de prooxidantes y sinergistas
(Shahidi & Zhong, 2015).

4.4.2 Fuente de antioxidantes.

Los antioxidantes se pueden encontrar de )forma «natural en plantas, animales y
microorganismos, otra opcion es su sintesis a través de medios quimicos. Principalmente
las plantas superiores y sus constituyentes son una abundanteé fuente de antioxidantes
naturales, ejemplos son los tocoferoles y polifenoles; que estan presentes en diversos
recursos como hierbas, frutas, verduras, cereales, semillas, vino tintostés y aceites. Las
fuentes de antioxidantes que provienen del mar son algas, peces, {mariscos y algunas
bacterias marinas. También en subproductos de las industrias alimentaria y.agricola se ha
encontrado potencial antioxidante como en las cascaras y pieles de nueces, y cereales,
cascaras y semillas de citricos, harina de canola y extractos de visceras “de Jpescado
(Parcheta et al., 2021; Shahidi & Zhong, 2015).

Los antioxidantes naturales pueden ser separados de otros constituyentes de su origen (para

obtener los compuestos aislados que son utilizados en la industria nutracéutica ‘o
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farmacéutica. Ademas, se pueden utilizar directamente de su material de origen, como
extractes.de plantas dado que albergan un coctel de compuestos antioxidantes con efectos
sinérgicosspara inhibir la oxidacion. Por otra parte, los antioxidantes sintéticos conocidos
como el mdroxianisol butilado (BHA), el hidroxitolueno butilado (BHT), el galato de
propilo (PG)-y.a terbutilhidroquinona (TBHQ), han sido empleados en la industria
alimentaria para‘prevenir la rancidez de los productos debido a que son de bajo costo y
sabor suave. Aunque’su.uso ha disminuido porque ahora tienen demanda los productos de
etiqueta limpia, es decir; gue los ingredientes deben ser totalmente naturales, por lo que
requiere la busqueda de ‘antioxidantes eficaces de fuentes naturales (Shahidi & Zhong,
2015).

Los carotenoides son isoprenoides-lip6filos (Cso) y son los segundos pigmentos naturales
con mayor abundancia, varian de in€oloros a amarillos y de naranja a rojo esto le da la
pigmentacion a las frutas y verduras, ademas estan presentes en organismos fotosintéticos y
en bacterias autotrofas. Los animales y los humanos no sintetizan carotenoides, sin
embargo, estan en la sangre y 105_tejidos como precursores del retinol (vitamina A), se
localizan en el interior de las membranas)celularess«como moléculas altamente lipofilas, por
otra parte los hidrocarburos estrictos, ‘como el ligopéno o el B-caroteno (Figura 5) se
localizan en el interior de la bicapa lipidica,.las.moléculas)con una configuracion mas polar
que poseen atomos de oxigeno unidos estan orientadas aproximadamente perpendiculares a
la superficie de la membrana con sus partes hidrofilas hacia un.ambiente acuoso. Por otra
parte, se ha reportado que la ingesta de carotenoides ocasiona una, disminucién del riesgo
de desarrollar enfermedades cronicas como cancer, enfermedades cardiovasculares,

cataratas y degeneracion macular (Mendonca, 2022).

NN G W N
B3- caroteno

N NP T VP P N

Licopeno
Figura 5. Ejemplos de carotenoides. Figura propia.
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4.5 Métodos para la determinacion de la actividad antioxidante.

Debid0d a'que la capacidad antioxidante no se puede medir directamente, los métodos de
evaluacién ayudan a conocer los efectos de los antioxidantes para conocer el grado de
oxidacion. Hoy en dia existen diversos ensayos para determinar la actividad antioxidante de
un compuesto,“basandose en su modo de accion de inhibicion a traves de pruebas in vitro,
como la actividad eliminadora de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), la capacidad de
evitar radicales hidroxilo (HORAC), capacidad antioxidante de equivalencia trolox
(CAET), pardmetro antioxidante que atrapa radicales totales (TRAP), capacidad
antioxidante reductor de” ion_cuprico (CUPRAC), sustancias reactivas al &cido
tiobarbiturico (TBARS), absorbancia capacidad de radicales de oxigeno (ORAC) y poder
reductor antioxidante del ion férrice (FRAP), (Ivanova et al., 2020; Mendonca, 2022).

Los mecanismos de accion biolégica de*los antioxidantes, quimicamente se reducen a tres

mecanismos principales (lvanova et al., 2020):

A. Reacciones de transferencia de-electrones del antioxidante al sustrato (mecanismo ET).

B. Reacciones de transferencia de un‘adtomo de hidrogeno de un antioxidante a un sustrato
que en medios acuosos pueden/ considerarse.-como transferencia de protones
acompafada de transferencia de electrones (mecanismo HAT).

C. Reacciones de transferencia de uno o méas‘pares des€lectrones con formacion de un

enlace covalente mediante el mecanismo donador-acepter (mecanismo quelante).

El mecanismo ET no se produce en el organismo en su formagura, porque el entorno de
protones esta presente en el organismo vivo. Asi que se considera=mejor el mecanismo

quelante (Figura 6) como una combinacion de mecanismo mixto entre ETvy HAT.

Por tanto, los métodos existentes se pueden clasificar segun el esquema quesse, muestra en

la Figura 6, de acuerdo con los tres tipos principales de reacciones.
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Clasificacion de métodos de
investigacion de propiedades
antioxidantes

l |

Quelacion Mecanismo ET

Mecanismo

Mecanismo ET
y Mecanismo
HAT

Figura 6. Clasificacion de métodos para evaluar las propiedades antioxidantes integradas (modificado de
Ivanova et al., 2020).

45.1 Ensayo DPPH.

DPPH es una de las técnicas de determinaeion antioxidante mas comun de acuerdo con lo
revisado en la base de datos PubMed donde-hasta febrero de 2024 se reportan méas de
18,000 estudios donde se implementa ia:técnicasDPPH. Este método es una combinacion
del mecanismo ET y el HAT, se basa-en.la eliminacion del DPPH por un antioxidante, en
su forma radical el DPPH tiene una banda de,absorcion activa en Amax 515-517 nm y tiene
un color puarpura, sin embargo, cuando el DPPH acepta’el donante de hidrogeno hay un
cambio de coloracion a amarillo palido (Figura 7). Las prepiedades de los disolventes y el
pH influyen en la actividad eliminadora, los disolventes préticos con enlaces fuertes de
hidrégeno, como mezclas con metanol, etanol y agua que son._disolventes aptos para el
andlisis de antioxidantes hidrofilos e hidréfobos. Se considera que”es.un ensayo simple,
rapido, comparable y reproducible, aunque también se debe tener en cuenta que los

solventes den un falso positivo en las determinaciones (Romulo, 2020).
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Figura 7. Mecanismo de eliminacion de DPPH por un antioxidante (AH). Figura propia.
45.2 Ensayo ABTS.

El método ABTS se clasifica dentro de los.mecanismos ET y monitorea la desaparicion del
cation ABTS** cuando distintas’ ;/moléculas_lo,atrapan al reaccionar. Ademas, distintas
bandas de absorbancia hacen que seasmas ampliada cantidad de compuestos que se pueden
estudiar (414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohéli¢e) gracias a una menor interferencia, a
diferencia del DPPH que presenta su 4maximo de absorbancia Unicamente a 515 nm
(Grande-Tovar et al., 2020).

Esta técnica se basa en la eliminacion del radical ABTS™ eStable (acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) adecuado para el marcaje de lasenzima peroxidasa (HRP),
produce un color azul verdoso tras la oxidacion y se realiza la camparacion con Trolox, la
pérdida de color se mide a Amax 734 nm (Figura 8). Comunmente_el" Trolox se emplea
como estandar del célculo de antioxidantes y el resultado de las¥muestras de los
antioxidantes se representa como equivalentes de Trolox. Este método es”reproducible,
aplica para una amplia gama de muestras, diferentes pH y muestras de diversas,polaridades
(Romulo, 2020).
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Figura 8. Principio quimico del método ABTS. Figura propia.
4.6 Importancia de las especies vegetales en el tratamiento de las enfermedades.

Uno de los recursos mas apravechado por los hombres a lo largo de la historia han sido las
plantas, su conocimiento en granmanera se deriva de los ancestros, el nombre con el que
las identifican se debe a las personas.gue la utilizaban, la ubicacion geogréafica o la lengua

que hablan los pobladores donde se ubigue la planta (Maldonado et al., 2020).

De acuerdo con la OMS la medicina tradicional es el conjunto de conocimientos, enfoques,
creencias y practicas que se encuentran_fundamentadas por el conocimiento empirico de
diversas culturas (se utilizan plantas, animalesy“minerales, terapias espirituales) con el
objeto de procurar la salud, diagnosticar y/o prevenirjalgunas enfermedades en los seres
humanos (OMS, 2013). La medicina tradicienal es“una alternativa en Ameérica Latina
debido a la carencia de recursos en los sistemas de salud,.el 80 % de la poblacion en el
mundo utiliza la medicina tradicional en la atencién primaria.de,la salud. Debido a esto, la
OMS vy la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), han trabajado por incluir la
medicina tradicional a los servicios de salud (Ledn-Montoya et al., 2022; Maldonado et al.,
2020).

Es importante destacar que los compuestos quimicos albergados enslas especies
medicinales no se encuentran distribuidos de manera homogénea en las partes'dejla planta y
la cantidad de compuestos puede ser diferente debido a una variedad de factores_como la

época de recoleccion, habitat o la forma de preparacion (Maldonado et al., 2020).

Se contemplan al menos 35,000 especies vegetales con potencial en la medicina tradicignal,

el retorno del uso de las especies se debe a que son pocos efectos secundarios que producen
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en gomparacion con algunos medicamentos que provienen de sintesis quimica. En México,
se ha registrado una cantidad mayor a 4,000 especies medicinales con diferentes usos, el
conocimiento herbolario se ha compartido en cada generacion y debido a esto, algunos usos
siguen siendo_aplicados hoy en dia en pueblos indigenas y en lugares urbanos (Velazquez-
Vazquez et al, 2019).

4.7 Epaltes mexicana Less.

La especie vegetal Epaltes mexicana Less. es originaria de América Central (Figura 9)
pertenece a la familia Asteraceae y es la Unica especie del género Epaltes que se encuentra
en México. Se localiza en los estados de Campeche, Puebla, Chiapas, Veracruz, Oaxaca y
Tabasco (Redonda-Martinez, 2020). Comunmente a esta especie se le conoce con el
nombre de hierba de sapo o gurusapo, se emplea en la medicina tradicional para tratar
algunos padecimientos como gripe, /@sma, calentamiento de cabeza, dolor muscular,
infeccion de la garganta, mordedura de vibora, ofiadura y tos; se utilizan las hojas, raices y
ramas en té o infusion (Alvarez#Quiroz et al-2017; Magafia-Alejandro et al., 2010). Otro
uso de E. mexicana que han reportado los~zapotecas del Istmo es en problemas
dermatolégicos (Heinrich, 2003).

La especie E. mexicana se encuentra en & naturaleza_en forma de arbusto color verde con
hojas obovadas, bordes dentados y tallos estriados, presenta unas agrupaciones que se
parecen a una flor en la parte superior, estas+son redondas.de color verde lima, aunque
luego toman un color café (Gomez-Alvarez, 2012; Juarez-Velazquez, 2022). La temporada
en que la especie florece es en los meses de marzo a noviembre, cominmente crece en
manglares, vegetacion de dunas costeras, selvas altas perennifolias, ‘haldfila, hidrofila y
secundaria, las caracteristicas de la tierra donde crece es que sea arenosa\0 arcillosa y tenga
un pH bésico (Redonda-Martinez, 2020).
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Figura 9. Especie vegetal Epaltesimexicana utilizada en la presente investigacion. Figura propia.

4.7.1 Antecedentes fitoquimicos de-Epaltes mexicana.

Respecto a los antecedentes fitoquimicos de E. mexicana-se han encontrado sesquiterpenos
y particularmente se han aislado ocho sesquiterpenos que tienen actividad bacteriana, el
trabajo reportado por Maldonado-Jiménez (1989), indica que Jse obtuvieron partes aéreas
secas molidas de E. mexicana (682 g) recolectadas en ChiapasyMéxico y se extrajeron con
n-hexano (5 L), acetona (5 L) y metanol (3 L), proporcionando35.4 g, 14.2 gy 9.5 g de
rendimiento, respectivamente. El extracto hexanico se fraccioné en‘una_columna de gel de
silice eluida con un gradiente de hexano con acetato de etilo, se descartaron Jas fracciones
menos polares y las restantes se combinaron con el extracto de acetona y metanol, después
de otros procedimientos como filtracién y purificacion con cromatografia en ‘eglumna (CC)
con una elucién de acetato de etilo: n-hexano, 2:3, se analizé por RMN vy se identificaron

siete sesquiterpenos (Figura 10).
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1 R!=2"3"- epoxi -2 -“metilbutirilo, R> = H

2 R!= Tigloilo, R>?=H

3R'=2"3"- epoxi -2’- metilbutirilo, R%=Ac

4 R'= 2’3"~ dihidroxi -2’- metilbutirilo, R> = H

5R'=2"3"- epoxi -2’- metilbutirilo, R%=Ac
6 R'=2"3"- epoxi -2'- metilbutirilo, R = H
7 R'= Angeloil R> = H

Figura 10. Sesquiterpenos de la espéecie E. mexicana (tomado de Maldonado-Jiménez, 1989).

Por otra parte, Kato et al. (1996) reporté’'que esta especie crece en el sur de México y sus
hojas se utilizan en la medicina tradicional para infecciones fingicas y bacterianas ademas
de ser usada para tratar la fiebrei-de”las partes aéreas de E. mexicana (300 g) mediante
cromatografia al vacio (VLC) Yy ‘eromatografia en capa fina (CCF) se hizo un
fraccionamiento guiado por bioactividad donde se encontré que una fraccién de n-hexano
mostro actividad antibacteriana. Para la purificacion finalse utilizo HPLC (hexano: AcOEt,
65: 35) y la identificacion se hizo por RMN.donde seencontraron ocho sesquiterpenos
(Figura 11), mostraron actividad antibacteriana contra Bacillus, subtilis, Escherichia coli y

Micrococcus luteus.
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1 R! = epoxyang, R*= H, R® = OH
2 R! = epoxyang, R¥=Ac, R’ = OH
5R!'=ang, R? = H, R%=.0H

6 R'=ang,R?=H,R}=H

7 R!'=epoxyang, R = H, R} =H

8 R' = epoxyang, R = Ac, R¥=H

3 R'=epoxyang, R>=H
4 R' = epoxyang, R? = Ac

0 CHj
ang = / H epoxiang=
CHs
Figura 11. Sesquiterpenos con actividad antibacteriana de la especie E. mexicana (tomado de Kato et al.,

1996).

Asi mismo, como antecedente de este trabajo se evaluaron tres extractos orgénicos de
diferente polaridad de E. mexicana a través de“un estudio biodirigido, extracto hexanico de
E. mexicana (EHEm), extracto diclorometanico de E. ‘mexicana (EDEm) y extracto
metanolico de E. mexicana (EMEm), para conocer el efecto citotéXico en la linea celular de
cancer de mama MCF-7 con el método colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol), (Juarez-Velazquez, 2022).

El EHEm presenté efecto citotdxico en el modelo de estudio, por lo que se continuo con la
separacion de sus componentes a traves de CC y en CCF y se reunieron en 29 fracciones,
que fueron evaluadas en el mismo modelo de estudio y la fraccion del EHEm gue presentd
actividad citotoxica fue la fraccion 6. Debido a esto, se evaluo en otros modelos‘celulares
(Tabla 2), (Juarez-Velazquez, 2022).
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Tabla 2. Parametros evaluados de las curvas concentracion-respuesta del efecto citotéxico
de la fraccion 6 del EHEm sobre la viabilidad celular.

Linea celular Cl, (ng/mL) E,ax (%0)
MCF-7 6.31 74.69 £6.19
MDA-MB-231 124.21 79.28 +12.12
SiHa 124.34 82.96 + 6.02
DU-145 ND 39.41+6.34
MCF-10A ND 25.51 +5.035

MCF-7: cancer de mama, MDA-MB-231: cancer de mama; SiHa: cancer cervicouterino;
DU-145: cancer de préstata; y MCF-10A: glandula mamaria no tumorigénica.

En la Figura 12 se pueden ‘observar las graficas del efecto de la F6 del EHEm en la
inhibicion del porcentaje en la viabilidad celular de los modelos celulares, estos mostraron
ser dependiente de la concentracion y en la Tabla 2 se muestran las concentraciones
inhibitorias medias (Clso) y los efectosumaximos (Emax) obtenidos del efecto de la F6 en los
modelos celulares, teniendo unasmayor *potencia en MCF-7 y mayor eficacia en SiHa,
interesantemente en las células no_taumorigénicas de MCF-10A no tuvo una disminucion

significativa en la viabilidad celular (Juéarez-Velazgtez, 2022).
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Figura 12. Gréficas de las curvas concentracion-respuesta del efecto Citotoxico de la reunidn de fracciones
No. 6 del extracto hexanico de Epaltes mexicana sobre la viabilidad celtlar; los resultados son expresados
como el promedio + DE de 6 experimentos. A) modelo celular MCF-7, pertenece a células de cancer de
mama. B) modelo celular MDA-MB-231, corresponde a células de cancer de mama. C) modelo celular SiHa,
proveniente de cancer cervicouterino contiene el virus del papiloma humano subtipol6. D) modelo celular
DU-145, derivada de cancer de prostata. E) modelo celular MCF-10A, originaria ‘del‘epitelio mamario no

tumoral. Se utiliz6 como control dimetilsulféxido (DMSO), (Judrez-Velazquez, 2022).

4.8 Métodos para la identificacion de metabolitos secundarios con._actividades

bioldgicas.

La metabolomica es la rama de las ciencias Omicas que se encarga del estudio,
identificacion y cuantificacion de los metabolitos tanto enddgenos y exdgenos, por ejemplo
en células, biofluidos o tejidos en un tiempo y condiciones determinadas; se ha utilizado
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para‘conocer el estado bioquimico, debido a que es de utilidad en el estudio y diagnostico
de enfermedades, asi como en el descubrimiento de productos naturales. El término
metaboloma, engloba a todos los metabolitos secundarios, lipidos, aminoéacidos, azlcares,

hormonas,‘@cidos grasos, carbohidratos (Collado-Martin, 2017; Zhang et al, 2012).

La metaboldémica en el estudio de las plantas medicinales ha permitido detectar e identificar
metabolitos con propiedades farmacoldgicas debido a que facilita el aislamiento a través de
la correlacion de la‘censtitucion de los diversos analisis de plantas reportados por los
procesos de fraccionamiento,y purificacion que se han determinado en los bioensayos. Las
plataformas de analisis mas’comunes en los estudios metabolomicos son la espectrometria

de masas (MS) y la resonancia'magnética nuclear (RMN), (Hernandez-Bolio, 2017).
4.8.1 Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una téchica selectiva que detecta y determina la cantidad de
un componente en una mezcla, identifica las particulas ionizadas mediante la relacion
masa/carga (m/z); los equipos de~MS hacen/ uso de campos magnéticos solos o en
combinacion con los eléctricos para ‘modificaf la,posicion de las particulas ionizadas y
obtener un espectro de la relacion m/z. La MS se combina con cromatografia de gases (GC)
0 cromatografia liquida (LC) para los anélisis metabelémicos ya que se complementan
generando una alta definicion del sistema.cromatografico y alta sensibilidad en los
detectores MS, miles de metabolitos de las muestras biol0gic€as, se separan primero entre si
en un inicio a traves del cromatografo en funcion de sus diferentes propiedades sin perder
la sensibilidad (Collado-Martin, 2017; Zeki et al., 2020).

Por otra parte, los analizadores de masas se clasifican de acuerdo comsu mecanismo de
separacién por ejemplo cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF), orbitrap, trampa de iones,
resonancia de ciclotron de iones por transformada de Fourier (FTICR); en los estudios
metabolomicos los primeros dos métodos son los mas comunes. Los espectrometros de
cuadrupolo utilizan campos eléctricos oscilantes para estabilizar o desestabilizar Jesyiones
que atraviesan un campo cuadrupolar de radiofrecuencia disefiado por cuadro (placas
lineales, por lo que los iones pasan en un tiempo preciso y con un valor de‘m/z

determinado, los analizadores se pueden conectar para formar un tindem de espectrometros
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de masas (MS/MS). En este sentido, un perfil metabolomico por espectrometria de masas
implicasta union de MS con técnicas como la LC o GC, ambas técnicas analizan grandes
cantidadesste metabolitos con mayor sensibilidad en comparacion con la RMN (Collado-
Martin, 20%7; Zeki et al., 2020).

4.8.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.

La MS y la cromatografia han evolucionado a lo largo de los Gltimos afios, asi que la
cromatografia liquida‘de.alta resolucion (HPLC) y la MS se combinan para proporcionar un
andlisis mas especifico caracterizando los metabolitos endégenos o exdgenos desconocidos
en muestras bioldgicas complejas, con esta combinacion no es necesario derivatizar los
compuestos previo al analisis.(Las separaciones por HPLC son aptas para el analisis de
compuestos polares, no polares labiles y no volétiles, la técnica LC-MS utiliza un enfoque
de ionizacién suave debido a esto la MS“es mas robusta, proporcionan valores m/z, tiempos
de retencién y una estimacion de la abundancia relativa de las especies identificadas, es una
técnica reproducible y de alta resolucion. Las.interacciones de los metabolitos y el sistema
cromatografico se basan en las propiedades fisicoquimicas de los metabolitos, el tipo de
fase estacionaria, por lo que las interacciones determinan el orden de elucion en el sistema
cromatografico (Zeki et al., 2020; Zhang €t al., 2012).

La separacion de la muestra se logra con\una columnasadecuada determinada por la
longitud, el diametro interior, la fase movil y la veleCidad lineal, ademas la fase
estacionaria adecuada brinda una separacion mas eficaz; y eon.un tiempo de retencion
apropiado para la muestra definido por el diametro interior de laiolumna, el espesor de la
pelicula y la temperatura. En el &rea de la metabolémica la longitud de la columna
generalmente debe ser de 100 a 150 mm y el tamafio de particula de*1.5 a 3 um, aunque
también hoy en dia se emplean columnas de diametro interior de 1 a 4.6 mm y*longitud de

3a7cmenlaLC-MS, se emplean cominmente columnas C18 y C8 (Zeki et'aly2020).

4.8.2.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con cuadrupalo de

tiempo de vuelo.

El sistema se compone por la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con
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cuadrupolo tiempo de vuelo (LC/MS-QTOF), el espectrémetro estd conformado por tres
partes_principales: fuente de iones, analizador de masas y detector. Cominmente se
emplean _fuentes de iones como ionizacion por electrospray (ESI), ionizacion quimica a
presion atmosférica (APCI), entre otras. Se emplean andlisis en modos de ionizacion
positivo (+) y negativo (-) bajo un rango de escaneo para maximizar la cobertura del
metaboloma dado’ que las propiedades quimicas de los metabolitos son de naturaleza
diversa. Se prefieregen)los estudios de metabolémica el acoplamiento LC-MS con ESI
debido a la capacidad de\lonizacion suave produce una gran cantidad de iones a traves del
intercambio de carga ensoltcion y generalmente crea iones moleculares intactos que
facilitan a la identificacion inicial. El uso de capacidades de ionizacion dual (por ejemplo,
ESI y APCI) se aplican actualmente dado que presentan una mayor cobertura del
metaboloma (Zeki et al., 2020).

Por otra parte, los detectores TOF se‘emplean en los andlisis metabolomicos basados en
LC-MS debido a su precio asequible, alta resolucion y deteccion répida de analitos; sin
embargo, los analizadores de masas.Q no son adecuados para estudios de metabolémica no
especificos debido a su baja resolucion, pero_la.combinacion de Q con MS de alta
resolucion como TOF u orbitrap brinda anetaciones”precisas de metabolitos en el andlisis
LC-MS, donde se obtiene alta resolucién ‘de la masa molecular y los patrones de
fragmentacion de los metabolitos en los especCtros MS/MS: Estos dos datos ortogonales
disminuyen las anotaciones falsas en los estudios de metabolomica LC-MS, debido a que
existe una tasa de error de falsos positivos en las definiciones basadas en la masa ya que
una variedad de isotopos tienen la misma masa pero diferente estructura quimica por eso se
realiza la comparacion de espectros MS/MS. Para definir e interpretar las masas obtenidas
en los analisis se utilizan bases de datos publicas para la anotacion dé metabolitos como
HMDB, METLIN, MetaCyc y NIST (Zeki et al., 2020).
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5. JUSTIFICACION.

El cancer es una enfermedad que se considera un problema de salud publica siendo la
segunda €ausa de muerte a nivel mundial y en el afio 2020 ocasiond 10 millones de muertes
(Crosby et al(;,2022). En el 2021, en México se registraron 90,123 defunciones debido a los
tumores malignos_(INEGI, 2023); aunque existen diversos tipos de farmacos contra el
cancer aun sigue socupando las primeras tasas de diagndstico y de mortalidad,
especificamente el canCer de mama, cervicouterino y prostata (INSP, 2020; Sanchez-
Mercader et al., 2021).

Las especies vegetales son utilizadas para tratar diversos efectos terapéuticos debido a los
metabolitos que poseen (Pedraza-Alva et al., 2019); se ha sefialado que la actividad
citotoxica de las plantas medicinales‘esta relacionada con su composicion quimica (Canga
et al., 2022).Particularmente la especie Epaltes mexicana ha demostrado tener
sesquiterpenos con actividad antibacteriana (Heinrich, 2003; Wu et al.,, 2006) y
recientemente actividad citotoxiCa’ selectiva.en-la fraccion 6 del extracto hexanico de E.
mexicana en lineas celulares de Cancer de /mama y cervicouterino (Juarez-Velazquez,
2022). Por este motivo, se realizo la determinacion-€ualitativa de los compuestos en dicha
fraccion, con el objetivo de identificar las-moléculas o compuestos responsables de la
actividad citotoxica, el perfil metabolico serealizé a partir de la anotacion de iones por
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas. No obstante, cabe sefialar
que existe poca evidencia cientifica fitoquimica de la especie ¥egetal E. mexicana.

Por otro lado, se ha reportado que metabolitos de la familia Asteraceae presentan actividad
antioxidante y modulan las vias de sefializacion celular que afectansfos mecanismos de
defensa celular preservando células no tumorogénicas de las ROS ‘y ‘Conduciendo a la
muerte celular a las células cancerosas (Prakash et al., 2021; Yimer et al., 2021), por lo que
en este trabajo de investigacion también se realizé la evaluacion antioxidante_mediante los
ensayos DPPH y ABTS de la fraccion 6 para determinar si existe una relacién’entre la

actividad citotoxica y antioxidante.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢El contenido metabdlico de la fraccion 6 del extracto hexanico de Epaltes mexicana estara
relacionado/con el efecto citotoxico previamente reportado y con una posible actividad

antioxidante?
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7. HIPOTESIS.

La determinacion del perfil metabdlico de la fraccion 6 del extracto hexanico de Epaltes
mexicana jmediante LC/MS-QTOF permitira conocer los metabolitos secundarios
responsables/de)la actividad citotdxica; por otra parte, la evaluacion por DPPH y ABTS de
los extractos ofganicos y de la fraccion 6 del EHEm proporcionard informacion sobre la
actividad antioxidante de la especie y su posible relacion citotdxica.
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8. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto antioxidante de extractos organicos de la especie vegetal Epaltes

mexicana 'y, determinar el perfil metabdlico de la fraccion citotdxica del extracto hexanico.
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9. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

9.1 Recolectar e identificar la especie vegetal Epaltes mexicana.

9.2 Obtener el extracto hexanico, diclorometanico y metandlico de Epaltes mexicana
mediantela técnica de maceracion.

9.3 Realizar fa_separacion de los componentes del EHEm mediante cromatografia en
columna y agruparlos de acuerdo con la técnica de cromatografia en capa fina para la
obtencidn de frac€ions6.

9.4 Determinar el perfil\metabolico de la fraccion 6 del extracto hexanico de Epaltes
mexicana a través de LC/MS.

9.5 Evaluar la actividad antioxidante de los extractos organicos de Epaltes mexicanay de la
fraccion 6 de EHEm a través.de las pruebas DPPH y ABTS.

9.6 ldentificar la relacion de los metabolitos citotoxicos de la fraccion 6 con un efecto

antioxidante.
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10.@ODOLOG|’A.

Se ef@ la metodologia que se presenta en la figura 13.
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=~ triplicado
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Figura 13. Diagrama de la metodologia realizada en esta investigacion.
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Deacuerdo con una metodologia realizada por Juéarez-Veldzquez (2022), se realizé la
obtencion de las fracciones activas del extracto hexanico de Epaltes mexicana.

10.1 Recoleccion e identificacion de la especie vegetal Epaltes mexicana.

Se recolecto‘lavespecie E. mexicana en el municipio Cérdenas, Tabasco con coordenadas
18°19'14" N, 93£31'43" O, se identificd en la Division Académica de Ciencias Biologicas
por la Dra. Nelly Jiménez Pérez y quedo registrada con el nimero de vaucher 36,574.
Después de la recoleceion, se realizd la remocién de los contaminantes externos como
polvo, microorganismos y/Otras particulas para la limpieza correcta de la especie. Se desecd
E. mexicana bajo la sombra, durante 2 semanas, se fragmentd toda la especie de forma
general en una licuadora marca.American® modelo 7972 de 350 watts de potencia,
posteriormente, se pesd en una.balanza analitica marca Ohaus® Pioneer PA214 y
finalmente se puso en contacto con los disolventes (Juarez-Velazquez, 2022).

10.2 Obtencion de los extractos vegetales.

Se realizd la extraccion de los componentes de E. mexicana mediante la técnica de
maceracion con disolventes de polaridad’ascendentes-Primero, se coloco la especie vegetal
con el disolvente n-hexano (CsH14) haStarSaturar el material vegetal durante 72 horas a
temperatura ambiente. Después de este tiempoyel material vegetal se separ6 por filtracion y
el disolvente se elimind al vacio utilizando un rotavapor marca DLAB a 60°C y 90
revoluciones por minuto (r.p.m.), la maceracion se realizd portriplicado para obtener el
extracto hexénico de E. mexicana (EHEm). Posteriormente, el*material vegetal utilizado
anteriormente se maceré con diclorometano (CH.ClIy) y finalmente eon metanol (CH3OH)
bajo las mismas condiciones mencionadas para n-hexano. De esta jmanera, también se
obtuvo el extracto diclorometanico de E. mexicana (EDEm) y el extracto metanolico de E.
mexicana (EMEm), para obtener el rendimiento en porcentaje se utilizo Ja siguiente
formula (Juarez-Velazquez, 2022):

Masa de los extractos obtenidos

Rendimiento (%) — 100
endimiento (%) Masa del material vegetal seco x
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10.3"Separacion e identificacion mediante cromatografia en columna.

Se separd'el EHEm por cromatografia en columna (CC), pues tuvo efecto citotoxico segun
lo reportado en Juarez-Velazquez (2022). Para la fase estacionaria de la columna
cromatografica (22 x 300 mm) se utilizé alimina (90 g; grado cromatografia, 40-300 pm,
Thermo Scientific Chemicals) y para la fase movil se empel6 un método de gradiente de n-
hexano y diclorometano. Se coloc6 300 mg del EHEm en la superficie del adsorbente, se
abrio la llave de la celumna para que eluyera la muestra hasta que se absorbid. Después se
llend la parte superiorde_la columna con el eluyente y se abrio la llave de la columna
estableciendo un flujo continuo con recolecciones de 10 mL, los solventes utilizados se
indican en la Tabla 3, cada recoleccion se monitoreo por CCF para la agrupacion correcta

de las fracciones (Juarez-Velazquez, 2022).

Tabla 3. Disolventes utilizados para la obtencion de la coleccidon de
fracciones No. 6 del EHEm

Ndmero Reécoleccion

asignado (10 mL) Eluyentes
1 1-32 Hexano 100 %
2 33-36 Hexano — Diclorometano 4:6
3 37 -39 Hexano — Diclorometano 4:6
4 40 Hexano = Diclorometano 4:6
5 41-43 Hexano —«Diclorometano 4:6
6 44 — 48 Hexano — Diclorometano 4.6

Para la cromatografia en capa fina se utilizaron placas CCF'Silica gel 60 F2s4 marca Merck
KGaA®. Primero, se colocaron las recolecciones de EHEm a un.cm del borde inferior de la
placa, por cada una se colocaron cinco recolecciones para el monitoreo de su composicion,
después se llevo la placa a una cdmara cerrada con n-hexano y diclerometano (2:8) como
fase mAvil, esta no estuvo en contacto con las muestras. Cuando el disolvente estuvo a un
cm del borde superior de la placa se sacé de la camara y se dejé secar €l disolvente, se
observo bajo la luz UV, las recolecciones que presentaron las mismas caragteristicas se
agruparon (Juarez-Velazquez, 2022).

9.4 Determinacion del perfil metabdlico a través de LC/MS-QTOF-.

Para efectuar la corrida cromatogréafica se utilizo el sistema de cromatografia liquida con‘un

sistema LC (1290 Infinity Il, Agilent Technologies), equipado con una bomba cuaternaria y.
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acoplado a un espectrometro de masas de ionizacion por ESI, con Q-TOF de la serie
Agilent#6545 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos), (Figura 14) en
modo de_.ionizacion positiva, este equipo se localiza en el Centro de Investigacion de
Ciencia y Fecnologia Aplicada de Tabasco (CICTAT), de la Universidad Juarez Autdnoma

de Tabasco.

Primero, se colocé lsmg de la fraccion activa de EHEm en 1 mL de acetonitrilo (MeCN) y
se agitd en un vortex.marca DLAB por 1 min, seguidamente la muestra se paso a través de
un filtro de nailon de 0A45.um y se diluyd 1:100 con MeCN para realizar la elucion se
utilizaron MeCN y agua como diluyentes, en conjunto con &cido acético en modo positivo.
La separacion cromatografica_sé realiz6 en una columna bioZen™ XB-C18 (100x2.1
mmx1.7 um), se emplearon dos Tases moviles con las siguientes concentraciones (A) acido
férmico al 0.1 %/H20 v/v y (B) acide férmico al 0.1 %/ MeCN v/v, se realizo la elucion en
un método de gradiente (50:50 v/v, 0-5.min; 25:75 v/v, 5-15 min; 0:100 v/v y 15-25 min).
La inyeccion de la muestra fue de’5 pL; con un caudal de 0.2 mL/min, en la elucion se
empled en el modo masas, se utilizo-masas deyreferencia de purina protonada (121.050873
m/z), hexakis protonada (1H,1H,3Hx=tetrafluoroproepoxi) y fosfazina (HP-921; 922.009798
m/z). Para lavar la fase estacionaria, como blanco y parafa identificacién de los compuestos
ajenos a la muestra se utilizd MeCN a ‘través de wunajsolucion calibrante (Rodriguez-
Morales et al., 2021).

Se realiz6 experimentos de MS/MS dirigido para anotar<el Jperfil metabolico y para
reconocer los patrones de fragmentacion a través del modo de ‘@adquisicion MS? dirigida y
una energia de colisiéon fija de 20 eV. Los datos cromatografices ‘se analizaron en el
software MassHunter (version B.07.00). Los compuestos se obtuvieron mediante el
algoritmo de extraccion de caracteristicas moleculares (MFE) y la identificacion de los
compuestos fue a través de la base de datos de metabolitesy, METLIN
(https://metlin.scripps.edu/) y con el software de generacion de formulas moleculares
(Agilent Technologies), el programa METLIN identificé los compuestos por su_relacion
m/z (Rodriguez-Morales et al., 2021).
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Figura 14. Sistema de cromatografia liquida de alta €ficiencia acoplada a espectrometria de masas con
cuadrupolo tiempo de vuelo, la ionizacion se realiza per electrospray. La muestra se introduce en el equipo de
cromatografia para su separacion en fase reversa;sposteriormente a través de una interfaz pasan los

compuestos seleccionados al equipo QTOF para ser detéctados (modificada de Quimica Analitica, 2021).

10.5 Determinacién de la actividad antioxidante de los extractos organicos de Epaltes

mexicana.
10.5.1 Ensayo de actividad de eliminacién de radicales libres por DPPH.

Se realizo la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos a través de la prueba
DPPH, debido a que se ha descrito que esta prueba se utiliza frecuentemente para evaluar la
actividad antioxidante de los extractos de plantas; este método se basa en la=teduccion de
un radical DPPH de color parpura a un DPPH de color amarillo por lo que se"efectud lo
siguiente (Munteanu & Apetrei, 2021).

Brevemente, se prepararon 10 mL de reactivo DPPH a una concentracion 99 pMgdel
EHEm, EDEm y EHEm a concentraciones de 10 000 ug/mL. Para realizar la evaluacion
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antioxidante se utilizaron tubos de microcentrifuga de 1.5 mL, donde se afiadieron los
extractes.en diferentes concentraciones (0 a 1,000 pg/mL) seguido de cien microlitros de
DPPH metanolico a todos los tubos coénicos, se incubaron durante 30 min a 25 °C y se
medio la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm en un espectrometro UV/Visible de
escaneo UV Thermo Scientific GENESYS 10, se utilizé el &cido ascorbico como control
positivo para exfresarJos resultados como Eq de &cido ascérbico. El porcentaje inhibidor
de DPPH se calculd”mediante la formula que se muestra a continuaciéon (Tundis et al.,
2012):

DOO - DOm
X 100
DO,

Inhibicién por DPPH (%) =
Donde:
DOy = Densidad oOptica del blanco.
DOm = Densidad oOptica de la muestra.

El valor de Clso representa la relacién.de-inhibicion del 50 % de la actividad de DPPH.

% A. A.extracto —(Clsy Ac.ascOrbico
% A+A. Ac. ascOrbico

Eq.A.A.=

10.5.2 Capacidad antioxidante determinada_por el cationyradical ABTS.

El ensayo ABTS se baso en el método de Re et al. (1999) conligeras modificaciones. El
cation radical ABTS (ABTS™) se produjo haciendo reaccionar upa.solucién de ABTS 7 mM
con persulfato de potasio (K2S20g) 2.45 mM en una relacion 2:1. Se.dejo reposar la mezcla
en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12 a 16 h antes de su uso, Después de este
tiempo, la solucion formada de ABTS"* se diluyd con etanol hasta obtener una absorbancia
de 0.700 + 0.05 a 734 nm. Se evaluaron los extractos organicos de 0 a 125 ug/mL, después
de ponerse en contacto con el ABTS* se esper6 6 min para realizar la lectura@. 734 nm en
un lector de placas multiskan FC, modelo 5111900, Thermo Scientific (Tundis et al.,
2012).

Se preparé una curva estandar midiendo la reduccién de la absorbancia de la solucion

Pagina 39
PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE Epaltes mexicana Y DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

ABTS" en diferentes concentraciones de trolox y se llevaron a cabo mediciones de blancos
apropiadas, los resultados se expresaron como capacidad antioxidante equivalente a trolox.
Para calcular el porcentaje de inhibicion y la CAET se usaron las formulas que se muestran

a continuacion.(Jankovic et al., 2023):

DO, — DO
0 ™ X100

Inhibicion por ABTS (%) = D0
0

Cls, trolox

CAET =
Cls, extracto

10.6 Analisis de datos.

Los experimentos del ensayo BPPH.y ABTS* se realizaron por triplicado y todos los
resultados se presentaron como media, + desviacion estandar (DE). Se obtuvo el efecto
maximo (Emax) de los datos obtenidos(y el Clso se calcul6 mediante una curva de regresion
lineal con el uso del software Graphpad Prism version 8.0 para Windows. La curva
concentracion-respuesta se obtuve-—trazando, el porcentaje de inhibicion frente a las
concentraciones en el mismo programa, para €l andlisis se utiliz6 una prueba ANOVA
seguida de Dunnett, se considerd diferencias estadisticamente significativas con p < 0.05
(More et al., 2021; Tundis et al., 2012).

10.7 Consideraciones éticas.

Para la preservacion y uso de la especie vegetal se implemento la NOM-126-ECOL-2000 y
la NOM-059-ECOL-1994. Para el manejo de los solventes quimicos utilizados en esta
metodologia se consideré la NOM-054-SEMARNAT-1993 y el PROY+NOM-005-STPS-
2017.

Este proyecto estd aprobado por la comision institucional de ética em” investigacion,
subcomision de medicina y ciencias de la salud con el nimero de folio UJAT=CIEI-2023-
178.
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11. RESULTADOS.
11.1 Recoleccion e identificacion de la especie vegetal E. mexicana.

Se empleo la especie vegetal E. mexicana, dado que es una especie candidata para estudiar
las propiedades farmacolodgicas y se localiza en el estado de Tabasco, principalmente la F6
del EHEm ha demostrado tener actividad citotoxica selectiva en lineas celulares de cancer
de mama (MCF-7y#MDA-MB-231) y cervicouterino (SiHa). Se confirmé el género y la
especie de la muestra.como E. mexicana y quedo registrada con nimero de vaucher 36,574
en el herbario de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco con”ubicacion en Carretera Villahermosa-Cardenas Km. 0.5 S/N,
entronque a Bosques de Saloyas"Villahermosa, Tabasco. Despues de la identificacion, se
realizaron las pruebas experimental€s indicadas en la metodologia para la obtencion de los
extractos organicos, obtencion delsperfil metabdlico y determinacién de la actividad

antioxidante.
11.2 Obtencion del EMEm, EHEmM, EDEm.y-de la F6 del EHEm.

A partir de 73 g de la especie vegetal\limpia, séca.y fragmentada se obtuvo por el método
de maceracion un mayor rendimiento del EMEm, sequido del EHEm y EDEm (Tabla 4).

Tabla 4. Rendimiento total defosyextractos.ergénicos de Em.

Extractos Rendimiento (%)
EHEm 2.87
EDEm 1.64
EMEm 4.38

Después de la obtencion del EHEm se procedio a la separacion de sus gomponentes para la
obtencion de la F6 mediante procesos cromatograficos, segun lo indicado en el apartado
10.3 de la metodologia descrita. Las recolecciones se agruparon en esta investigacion de
acuerdo al monitoreo por CCF, como se observa en la figura 15 se realiz6 la agrupacion de
la recoleccion numero 44 a 48 y se obtuvieron 10 mg de F6, esta agrupaciongfue muy
similar a la que se habia realizado previamente en el trabajo de licenciatura (Juarez-
Velazquez, 2022).
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Figura 15, Monitoreo por cromatografia en capa fina para la agrupacion de la F6.

11.3 Determinacion deliperfil metabolico a través de LC/MS-QTOF.

Se realizd la anotacion de iopes-de los metabolitos presentes en la F6 de EHEm en modo
positivo a través software del equipo LC/MS-QTOF, se obtuvo un cromatograma de pico
base donde se observa la abundancia de iones a través del tiempo (Figura 16) se
identificaron ocho m/z en ocho tiempos,de retencion diferentes de 1.949 min a 3.315 min,
que se obtuvieron con el MFE comparades en la base de datos METLIN (Tabla 5), del
andlisis se obtuvieron los tiempos de_retencion;formula quimica, fragmentos MS/MS y tipo
de ion. Se encontraron: 1) giberelina)A15, 2)~farfugina A, 3) deshidromiodesmona, 4)
eremopetasetenina Al, 5) hidroxiisonebilina, 6) ‘aphidrocinzeilanina, 7) nigakilactona H y
8) taxodiona (Figura 17).

x10° 4 +ESI TCC Scan Frag=175.0V E6

114
1-4

104
1 6-7
09
084
07+
06

05+

044

Porcentaje (%)

03+
024
014

0.0

0.1

T T T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo de adquisicion (min)

Figura 16. Cromatograma de pico base (BPC) de los metabolitos obtenidos a través de LC/MS-QTOF ‘en
modo positivo de la F6.
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o Giberelina A15 o Farfugina A o Deshidromiodesmona

o Eremopetasetenina Al
OH

‘%L° e

Figura 17. Metabolitos identificados por LC/MS-QTOF comparados con la basede,datos METLIN,
sesquiterpenos: Farfugina A y deshidromiodesmona; diterpenos: Giberelina A15, eremopetasetenina Al,

hidroxiisonobilina, anhidrocinzeilanina y taxodiona; y triterpenos: Nigakilactona H.
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Tabla 5., Compuestos identificados por LC/MS-QTOF en la F6 del extracto hexanico de Epaltes mexicana.

T.R. o Formula Tipo de m/z Fragmentos MS/MS
(min) Identificacion molecular ion experimental Masa

1 1949 Giberelina A15 CaoH2604  (M+H)* 331.1905 330.1833 303.1954
233.1534
2 1.955 FarfuginaA CisH130 (M+H)* 215.1432 214.1359 200.1197
135.0802
3 1.956 Deshidromiodesmona  CisHigO2,  (M+H)* 231.1381 230.1310 215.1434
173.0963
4 2192 Eremopetasetenina CaxpH206  (M+H)* 365.1961 364.1888 349.2009
Al 249.1487
5 2.492 Hidroxiisonobilina CxH#s0s  (M+H)* 363.1806 362.1734 179.0665
6  2.764 Anhidrocinzeilanina CxH302. (M+Na)* 431.2044 408.2152 349.2006
7 3.001 NigakilactonaH CaoH308\ )(M+Na)*  447.1991 424.2100 431.2044
407.2069
8 3.115 Taxodiona CooH0s (M +H)*  315.1956 314.1884 231.1379

T.R. Tiempo de retencion.

En las siguientes figuras (18 a 25) se observan las anotaciones de iones de los espectros de

masas de los metabolitos de la fraccion 6 del eXtracto hexanico de E.mexicana.

En la figura 18 se muestra el espectro de masas de giberelinayA15 (1), identificada en un

tiempo de retencion de 1.949 min, con una m/z del ion molecular[M+H]* de 331.1905 y los
fragmentos correspondientes a la [M-CO]* de 303.1954 y [M-CsHeO2]* de 233.1534.
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1 GiberelinaAls
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Figura 18. Espectro de masas de la giberelina A15 obtenido por MS/MS a través del sistema ESI-QTOF/MS

en modo positivo.

En la figura 19 se observa el espectro/de masas de farfugina A (2) en un tiempo de
retencion 1.955 min, con m/z del_ion molecular [M+H]* de 215.1432 y los fragmentos
correspondientes a la [M-CHs]* de-200.1197y,[M-CesHg]* de 135.0802.

2 Farfugina A
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Figura 19. Espectro de masas de la farfugina A obtenido por MS/MS a través del sistema ESI-QTOF/MS en
modo positivo.

En la figura 20 se presenta el espectro de masas de deshidromiodesmona (3) a los*1,956

min, con m/z del ion molecular [M+H]* de 231.1381 y los fragmentos correspondientes ada
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[M-O]* de 215.1434, [M-C2H,0]* de 189.1278 y [M-CsHsO]*de 173.0963.
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Figura 20. Espectro de masas de la deshidremiodesmona obtenido por MS/MS a través del sistema ESI-
QTOF/MS=en modo positivo.

En el tiempo de retencion 2.192°min se encontrdel ion molecular de eremopetasetenina Al
(4) en la figura 21 se observa su espectro de’ masas, con m/z [M+H]* de 365.1961 y los
fragmentos correspondientes a la [M-O}* de 349.2009 y [M-CsHgO2]* de 265.1427.
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Figura 21. Espectro de masas de la eremopetasitenina Al obtenido por MS/MS a través del sistema‘ES|-
QTOF/MS en modo positivo.

En el segundo pico (figura 16) se encuentran los iones moleculares de hidroxiisonobilina
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(5) ¥ anhidrocinzeilanina (6). En un tiempo de 2.492 min en la figura 22 se observa el
espectre~de masas de hidroxiisonobilina (5) con m/z de [M+H]* de 363.1806 y los
fragmentos‘correspondientes a la [M-O]* de 347.1858 y [M-C10H1603]" de 179.0665.

5 Hidroxiisonobilina
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Figura 22. Espectro de masas de la hidroxiisonobilipa obtenido por MS/MS a través del sistema ESI-
QTOF/MS en modo positivo.

En un tiempo de 2.764 min se identified la anhidrocinzeilanina (6), se observa en la figura

23 su espectro de masas con una m/z [M+Na}: de 4312044 y el fragmento correspondiente
a la [M-C2H3NaO-]* de 349.2006.

Pagina 47
PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE Epaltes mexicana Y DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

6 Anhidrocinceilanina
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Figura 23. Espectro de masas de la anhidrocinceilanina obtenido por MS/MS a través del sistema ESI-
QTOF/MS en modo positivo.

Seguidamente se observa en la figura 24 el espectro de masas de nigakilactona H (7) en un
tiempo de retencion de 3.001 min,, con\una m/z [M+Na]* de 447.1991 y los fragmentos
correspondientes a la [M-O]* 4312044y [M=HNaO]" de 407.2069.
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Figura 24. Espectro de masas de la nigakilactona H obtenido por MS/MS a través del sistema ESIFQTOF/MS
en modo positivo.

Finalmente se identifico taxodiona (8) en un tiempo de 3.115 min, en la figura“25.-se

observa el espectro de masas con m/z de [M+H]* de 315.1956 y su fragmento
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correspondiente a la [M-CsHgO]* de 231.137.

8 Taxodiona
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Figura 25. Espectro de masas de la taxodiona ebtenido por MS/MS a través del sistema ESI-QTOF/MS en
modo positivo.

11.4 Determinacion de la actividad“antioxidante de los extractos organicos de Epaltes
mexicana
11.4.1 Ensayo DPPH.

Se realiz6 la determinacion de la actividad @ntioxidante‘de los extractos organicos de la
especie E. mexicana y de la F6 de EHEm,«en la Figura-26 se muestra la actividad
antioxidante del EMEm con una Clso= 80.47 pg/mL y un Emax=187.96 + 0.81 %. El efecto
méaximo fue muy similar al acido ascorbico que tuvo un Emax=/91.10 £+ 0.45 %, estos
valores del control coinciden con trabajos previos (Kumar et al., 2021; Rozimamat, et al.,
2019). Se realiz6 el célculo de los equivalentes de acido ascérbico siendo de 6.12 para el
EMEm; sin embargo, el EHEm, EDEm y F6 de EHEm no mostraron actividadantioxidante
significativa (Tabla 6). Aunque se evalud hasta 1,000 pg/mL solo se grafico-hasta en 125
ug/mL debido a que después de esta cantidad el aumento del porcentaje de actividad

antioxidante no fue significativo.

Por otra parte, dado a que en la primera concentracion evaluada (15.6 pg/mL) el acido

ascorbico presentd un alto % de actividad antioxidante, se realizd posteriormente una curva
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coneentracion-respuesta para la obtencion de la Clso (Anexo 1).

1004
EHEm

EDEm

EMEmM

F6

Acido ascorbico

% Actividad antioxidante

Cancentracion (ug/mL)

Figura 26. Grafica de la actividad antioxidante\per el método DPPH de los extractos de Em y de la F6 EHEm,

comparado corr acido ascorbico. N= 3, *p < 0.05.

Tabla 6. Efecto antioxidante de los/€ompuestos-a través del método DPPH.

Compuesto Clso(pg/mL) A.A(%) Eq. de AA.
EHEmM ND 14.07 £0.27* ND
EDEm ND 6.46 £ 1.12% ND
EMEm 80.47 87.96 £ 0.81* 6.12
F6 ND 11.01 +1.27* ND

Control: Acido ascorbico, CISO: 6.93 pg/mL; A.A.=91.10 + 0.45 %.

ND. No Determinado.
*Diferencias estadisticamente significativa respecto al control.
Eqg. de A.A. Equivalentes de acido ascorbico.

11.4.2 Ensayo ABTS.

Después se realizd por el método ABTS de acuerdo con lo indicado en la metoedelogia,
utilizando como control el reactivo trolox, los extractos organicos se evaluaron de 15.6.a
125 ug /mL (Figura 27 y Tabla 7). EI EMEm presentd una Clso= 13.484 pg/mL y un Ema=
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93.60 + 1.17 %, mientras que el trolox tuvo una Clso= 3.075 pg/mL y un Emax= 95.22 +
1.54"%;"a partir de esta concentracion se calculd la capacidad antioxidante equivalente a
trolox (CAET) donde se obtuvo un valor de 0.228 para el EMEm, no se mostr6 actividad

antioxidante-significativa del EHEm, EDEm y F6 de EHEm.

100 —
* mmm EHEmM
mmm EDEm
g 07 mmm EMEmM
[
= == F6
X
S 60 mmm  Trolox
3
o
3 z
s 407
=
<
S 20— i
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Figura 27. Gréfica de la actividad antioxidante por el método ABTS de los extractos de Em y de la F6 del

EHEm, comparado con Trolox. N= 3, *p < 0:05.

Tabla 7. Efecto antioxidante de los compuestos a través del método ABTS.

Compuesto C ISO (ng/mL) AA. (%) CAET
EHEmM ND 8.45 £ 2.32* ND
EDEm ND 38.39 + 1.36* ND
EMEm 13.484 93.60 + 1.17 0.228
F6 ND 18.21 £ 2.68* ND

Control: Trolox, Clso= 3.075 pg/mL; A.A.=95.22 + 1.54%.
ND. No Determinado.

*Diferencias estadisticamente significativa respecto al control.
CAET. Capacidad antioxidante equivalente a trolox.
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12..D1SCUSION.

Los resultados de la presente investigacién son continuacion de estudios previamente
realizadoS en nuestro laboratorio. Se utilizd E. mexicana una especie vegetal que es
endémica del'estado de Tabasco, para efectuar los objetivos del presente trabajo, dado que
es una especie” candidata para estudiar las propiedades farmacoldgicas y existen pocos
reportes en la literatura que respalden sus propiedades. Ademas, se reportd actividad
citotoxica selectiva enstina fraccion del EHEm, por lo que resulta de interés conocer los

metabolitos que le confieren.dicha propiedad (Juarez-Velazquez, 2022).

Como antecedente de la actividad citotoxica (Judrez-Velazquez, 2022) se eligio una
determinacion cualitativa de las cempuestos de la F6, cabe mencionar que fue reportada
como la fraccién activa, por lo que.se analizé por LC/MS-QTOF teniendo en cuenta que €s
utilizada en el analisis de especies vegetales y en vista de que es una técnica que tiene un
amplio rango de deteccidn, utiliza un enfeque de ionizacion suave, proporciona valores m/z,
tiempos de retencion y una <estimacion_de=la abundancia relativa de las especies
identificadas, ademas de que es” una-técnica” reproducible y de alta resolucién en
comparacion con otras tecnicas como RMN (Zeki et«al., 2020; Zhang et al., 2012).

Los metabolitos identificados (Figura 17) derivan de Tarutta de los terpenos que son la clase
méas grande de metabolitos distribuidos en‘la‘naturaleza™(El-Baba et al., 2021). Se ha
reportado en otros grupos de investigacion que la farfugina<A ha sido evaluada en modelos
de cancer de mama y pulmon (MCF-7 y A-549), donde se hasregistrado una Clso de 13.6
png/mL y 10.9 pg/mL respectivamente (Wang et al., 2007), comparada con la Clso de la F6
en la linea MCF-7 (6.31 pg/mL), el conjunto de metabolitos de esta fraccion presenta una
mayor potencia que la farfugina A, esto se puede deber a un posible sinergismo entre dos o
mas metabolitos de la F6; de la dehidromiodesmona se ha indicado que produce necrosis
periportal en el higado de los terneros (células periportales), mediante una biopsia.hepética
se encontr6 que habian células vacuoladas, una intensa expresion de células.Kupffer y
ademas no habia glucégeno tefiible en el higado (Ford & Rivera, 1978); la
hidroxiisonobilina ha sido reportada con un efecto en la disminucién del consume”de

glucosa y de la formacion de &acido lactico, asi como la inhibicién de las enzimas
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fosfofructoquinasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, piruvato quinasa y lactato
deshidrogenasa (Baer et al., 1983); y de la taxodiona hay reportes que le atribuyen
propiedades, antibacterianas, citotoxicas y antitumorales, especificamente indicaron
citotoxicidad significativa en la linea A-549 proveniente de carcinoma pulmonar (Kuzma et
al., 2015) y se ha.encontrado que induce significativamente la apoptosis en células K562
derivadas de leuéemiamieldgena humana y reduce las actividades de los complejos 111y V
de la cadena respiratoria mitocondrial, que parecian inducir la produccion de especies

reactivas de oxigeno (Uchihara et al., 2018).

Hasta la fecha no se ha reportado en la literatura si los otros metabolitos anotados tienen
antecedentes citotoxicos en 10s_tipos de cancer estudiados en la presente investigacion, sin
embargo, investigaciones anterieres™ proclaman que los terpenoides tienen efectos
antitumorales para las diferentes etapas del cancer y son diversos, entre los que se
encuentran la inhibicion de la inflamacién, los antiproliferativos, actividades apoptéticas,
antiangiogénicas y antimetastasicas (El-Baba et al., 2021; Tesfaye et al., 2020). Los
terpenoides afectan los mecanismos“epigenéticos y de muerte celular al atacar el factor
nuclear kB (NF-kB), el transductor¥de sefial_de_Janus quinasas y las proteinas de
transcripcion  activadas  (JAK-STAT),» la ‘protefna activadora-1  (AP-1), las
metaloproteinasas (MMP), ADN topoisomerasa |l y 11,sblogueando el reticulo endoplasmico
(ER) bomba de calcio ATPasa, que inhibe elproteosoma, activa p53 y modula los surcos
menores del ADN. Sin embargo, el principal mecanismo de.muerte celular inducida por
terpenoides se ha indicado que es la apoptosis y la autofagia (EI-Baba et al., 2021).

Como se describe en la Figura 17 los ocho metabolitos anotades. se clasifican en
sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos; acerca de los sesquiterpenos en otras
investigaciones han destacado por presentar actividad citotoxica, inhibiendo el crecimiento
celular mediante la induccion de apoptosis y la supresion de la proliferacion,nduciendo la
degradacion de IKK-B (inhibidor de la subunidad beta de la quinasa kappa-B”del factor
nuclear) y, en consecuencia, la inhibicion de la sefializacion de NF-«xB (factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) seguidamente.de_la
regulacion negativa de los genes (COX-2, MMP-9, TWIST-1 y Bcl-2) que son regulades
por NF-kB (Feng et al., 2021; Roozbehani et al., 2021); también se ha demostrado que los
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diterpenos tienen funcion quimiopreventiva, dado que inducen enzimas desintoxicantes de
fase “2+%y proteinas antioxidantes, en consecuencia, previene eventos mutagénicos
tempranosy“la caracteristica proapoptdtica contribuye a sus efectos antitumorales al regular
negativamente_las proteinas antiapoptéticas, como Bcl-2, Bcl-xL, cFLIP, disminuyendo la
liberacion de“citecromo c y activando las enzimas caspasas, asimismo se ha mencionado
que los diterpen@s:son. inhibidores de la angiogénesis, es decir, de la formacion de vasos
sanguineos nuevos una caracteristica fundamental en el desarrollo del cancer (Eldesouki et
al., 2022). Por ultimo, l0s triterpenos se ha mencionado que inhiben la proliferacion celular,
inducen la progresion de‘la muerte de las células tumorales al atacar multiples objetivos
especificos del cancer mediante-angiogénesis, el proteasoma, Bcl-2, NF-xkB, STAT3, TNF
y TLR (Gill et al., 2016).

En conjunto, existen reportes de otros*grupos de investigacion donde confirman que los
terpenos presentan actividad citotoxica ‘en, diferentes objetivos celulares. Por otra parte,
existen investigaciones donde relacionan esta actividad con una propiedad antioxidante
(Prakash et al., 2021), sin embargo,€n esta investigacion no se encontro la relacion entre
actividad antioxidante y la citotoxica.de la mezcla-de metabolitos de la F6 con los méetodos

de determinacion antioxidante utilizados hasta el momento (DPPH y ABTS).

Cabe resaltar que como se muestra en las figuras 26 y 27 el EMEm si presentd un efecto
antioxidante por los dos métodos evaluados, ambos ensayes‘estan basados en reacciones de
transferencia de electrones del antioxidante al sustrato, aunque son diferentes en su
estabilidad el DPPH es un solo reactivo empleado y ABTS se.forma mediante el radical
cation ABTS** se crea por reaccion entre el ABTS con el persulfato’de potasio, ademés de
que varian los tiempos de medicion, este Ultimo es menos propenso a sufrir interferencias
ocasionadas por muestras coloreadas debido a la mayor longitud de onda utilizada (Rumpf
etal., 2023).

Por el método ABTS el EMEm tuvo una mayor potencia que en el ensayo DPPH,.€n figura
27 se observa que a partir de los 62.5 pg/mL el extracto ya habia superado el 80 % de la
actividad antioxidante, no asi en DPPH que en ese punto de evaluacién su actividad/fue

menor a 60 %; en la prueba por ABTS el EDEm mostré un leve incremento en el % defla
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actividad. Por otra parte, se encontré reportado que el extracto de acetato de etilo de
Epaltes-tivaricata, especie que pertenece a la misma familia (Asteraceae) y género de E.
mexicana mostrd una actividad significativa dependiente de la concentracion por DPPH,
con una Clsgde 560 + 2,02 pg/mL (Glorybai et al., 2015), comparado con la Clso de EMEm

es mas potente el)EMEmM que el extracto de Epaltes divaricata.

Se ha reportado ‘que’ la actividad antioxidante de las especies vegetales estd vinculada
ampliamente con el_gontenido de compuestos fenolicos, ya que son los principales
responsables de esta actividad (Su et al., 2024). Por lo que el consumo de antioxidantes es
importante debido a que neutralizan radicales libres y reducen el riesgo de enfermedades
asociadas al estrés oxidativo.
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13..€ONCLUSION.

Los resultados de esta investigacion indican los primeros estudios sobre el analisis de
metabolitos/por LC/MS-QTOF y de la determinacion de la actividad antioxidante de E.

mexicana.

Se anotaron un total, de ocho metabolitos de naturaleza terpénica de la F6, de los cuales la
farfugina A y taxodiena se han destacado debido a que tienen antecedentes relacionados

con actividades citotoxieas,y antitumorales.

En los ensayos exploratorios de la determinacion de la actividad antioxidante por DPPH y

ABTS el EMEm ha mostradoftener actividad antioxidante en ambas técnicas.

El contenido metabdlico de la E6\no mostré relacion entra la actividad citotoxica y la

antioxidante mediante los ensayos DPPH.y ABTS.

Se consideran los ocho metabolitos para“la continuacion de sus estudios, como fuente

prometedora de farmacos anticancerigenos.
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14, PERSPECTIVAS.

14.1En.¢l futuro, se deben considerar los ocho metabolitos para la continuacion de estudios
debide’a su efecto prometedor.

14.2 Ampliar~la informacion de la F6 frente al tiempo de exposicion de las células de
cancer de*mama y cervicouterino para describir si presentan el efecto citotoxico en un
menor tiempo y‘con concentraciones mé&s bajas.

14.3 Establecer el meécanismo de accién de este conjunto de metabolitos en las células
cancerosas.

14.4 Determinar la(s) molectla(s) bioactiva(s) causante(s) de la citotoxicidad en los
extractos organicos estudiados.

14.5 Aislar la(s) molécula encargada(s) del efecto citotdxico para proceder con el desarrollo
de farmacos efectivos para el tratamiento del cancer

14.6 Analizar las moléculas de F6 en madelos citotoxicos in silico e in vivo.

14.7 Evaluar el EMEm a través de otros métodos de determinacion antioxidante.

14.8 Realizar la caracterizacion dée.les companentes de EMEm, con el fin de conocer las
moléculas bioactivas con potencial uso en‘la‘defensa de las especies reactivas.

14.9 Determinar el efecto antioxidante"de-EMEm en modelos in vivo.
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16. ANEXOS.

Anexo 1.Gréficas concentracion-respuesta del porcentaje de la actividad antioxidante por

los métodos'DPPH y ABTS de los controles utilizados en esta investigacion.
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Figura 1. Gréafica de la curva de concentracion-respuesta de la actividad antioxidante del
acido ascorbico sobre el DPPH. (Fuénte: Autor).

Emax= 91.0981 %
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Figura 2. Gréfica de la curva de concentracion-respuesta de la actividad antioxidante del
troloxssobre el ABTS.(Fuente: Autor).
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Anexo 2. Resumen de la presentacion modalidad cartel en la 182 Reunidn Internacional de
Investigacion en Productos Naturales, organizada por Asociacion Mexicana de
Investigacién en Productos Naturales.

Rev. Mex. Inv. Prod. Nat. 2023, 1 (Supl. Especial)

Actividad.antioxidante y citotoxica de la especie vegetal Epaltes mexicana

Tamara de losfAngeles Juarez-Velazquez, " José Amold Gonzalez-Garrido,! Adelma Escobar-Ramirez," Nelly
Jiménez-Pérez ? José Rubén Garcia-Sanchez,® Oswaldo Hermandez-Abreu’

"Carretera Cunduacaf=Jalpa km 1, Col. La Esmeralda, Cunduacén, Tabasco. Carretera Villahermosa-Cardenas km. 0.5
SIN, entronque a Bosqués de Saloya, Villahermosa, Tabasco. *Salvador Diaz Mirén esq. Plan de San Luis S/N, Miguel
Hidalgo, Cascode Santo Tomas, Ciudad de México, CDMX. *Correo: 222A27007 @alumno.ujat.mx

Palabras clave: Epaltes'meXicana, cancer, citotoxico, antioxidante.

INTRODUCCION

Para la atencién primaria de la salud un 80% de la
poblacién en el mundo hace Uso.de la medicina
tradicional, principalmente por Ya_presencia de
moléculas antioxidantes.! El estrés'oxidativo es un
proceso fisioldgico en el organismo €n_dénde los
niveles de oxidantes (ROS y RNS); estan en
desequilibrio con antioxidantes, siendo losprimeros
los mas abundantes, se ha relacionado el ‘aumento
de ROS con la presencia de cancer.?

MATERIALES Y METODOS

La especie vegetal se recolectd/en Cardenasy
Tabasco y se identifico en el herbario deda DACBiol
con numero de vaucher 36574. Se jmacero el
material vegetal seco y molido en disolventes CsH14,
CH2Cl2 y CH3OH, durante 72h por triplicado. Para la
determinacion de la actividad antioxidante se €mpled
el método DPPH, se evaluaron los extractos
vegetales en concentraciones de 15.6 — 750 pg/mL
y se reportd como % actividad antioxidante.?
Mediante un ensayo biodirigido se evalud el efecto
citotdxico en las lineas cancerosas MCF-7 (mama),
MDA-MB-231 (mama), SiHa (cervicouterino), DU-
145 (prostata) y en una no tumorigénica MCF-10A
(mama), determinando la viabilidad celular por el
método MTT.* El extracto hexanico (EHEm) mostré
mayor actividad, fue separado mediante
cromatografia en columna utilizando como fase
estacionaria Al2O3 y fase movil gradiente de
disolventes; las fracciones obtenidas se
monitorearon por capa fina y se les determiné su
efecto citotoxico en las mismas lineas celulares. Los
resultados se presentan como la media + DE. En
ambas actividades se establecid diferencia
estadistica significativa con un valor p < 0.05
respecto al control mediante una prueba t-Student de
dos colas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra el efecto antioxidante del
EMEm (Clso= 8047 pg/mL) comparado con su
control, EHEm y EDEm no mostraron actividad
antioxidante. Los extractos diclorometanico vy
metandlico no mostraron actividad citotéxica. En
cambio, la fraccion 6 del EHEm mostré efecto
citotoxico dependiente de la concentracion en las

lineas SiHa, MDA-MB-231, y MCF-7 (ver Tabla 1).
Previamente en este mismo extracto se ha reportado
actividad antibacteriana, siendo el Unico reporte.®
Interesantemente, no presentd efecto citotoxico en la
linea no tumoral MCF10A y la linea de cancer DU-
145.
Figura 1. Actividad antioxidante de los extractos de Em,
comparado con acido ascorbico. N=3, p £ 0.05.*
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Tabla 1. Efecto de la fraccion 6 del EHEm

Linea celular Clso (pg/mL) Emax (%)
MCF-7 6.31 7469+6.19
MDA-MB-231 124.21 79.28+12.12
SiHa 124.34 82.96 + 6.02
DU-145 ND 39.41+6.34
MCF-10A ND 25.51+5.035
ND. No Determinado

CONCLUSIONES

El EMEm mostré_actividad antioxidante por el
método DPPH, perog™no)actividad citotdxica. La
fraccion 6 del EHEm.mostré un efecto citotoxico
selectivo sobre lineas de cancer de mama y
cervicouterino.
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Angxo 3. Resumen de la presentacion modalidad cartel en cartel en el 4° Congreso
Nacional. Estudiantil en Biologia, Educacion Ambiental y Agricultura, organizada por la
Universidad,de Chapingo.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CITOTOXICA DE LA ESPECIE VEGETAL Epaltes
mexicana

Tamara de'lossAngeles Juarez-Velazquez, " José Amold Gonzalez-Garrido,' Adelma Escobar-
Ramirez,"Nelly, Jiménez-Pérez,?> José Rubén Garcia-Sanchez,® Oswaldo Hernandez-Abreu’

Division Académica de Ciencias Basicas, UJAT. 2Division Académica de Ciencias Biologicas,
UJAT. ® Eseuela Superior de Medicina, IPN. *Correo: 222A27007 @alumno.ujat.mx

INTRODUCCION

Para la atencion primargia de la salud un 80 %
de la poblaciéon hace uso de la medicina
tradicional, principalmente.porda presencia de
moléculas antioxidantes.! El€strés oxidativo es
un proceso fisiolégico en donde los niveles de
oxidantes estdn en desequilibrio con
antioxidantes, siendo los primerosq«los mas
abundantes.

JUSTIFICACION

Aunque existen diversos tipos de farmac@s'para
el cancer, sigue ocupando las primeras tasas de
diagndstico y de mortalidady ademas se ha
relacionado el aumento de “ROS con la
presencia de céancer, por otra sparte,-se ha
reportado que algunos metabolitas \de otras
especies de la familia Asteraceae “presentan
efecto antioxidante, es por ello que debido=a la
falta de farmacos efectivos para el cancer’se
evaluara Epaltes mexicana.

OBJETIVOS

Determinar el efecto antioxidante a través de la
técnica DPPH y el efecto citotoxico con MTT, de
los extractos organicos de Epaltes mexicana.

METODOS

La especie vegetal se recolecté en Céardenas,
Tabasco y se identificod en el herbario de la
DACBIol con numero de vaucher 36574. Se
macer6 el material vegetal seco y molido en
disolventes CgHis, CH2Cl> y CH30H, durante
72h por triplicado. Para la determinacion de la
actividad antioxidante se emple6 el método
DPPH, se evaluaron los extractos vegetales en
concentraciones de 15.6 — 750 pg/mL y se
reporté como % actividad antioxidante.®

en columna utilizando como fase estacionaria
Al,O3 y fase movil gradiente de disolventes; las
fracciones obtenidas se monitorearon por capa
fina y se les determind su efecto citotoxico en
las mismas lineas celulares. Los resultados se
presentan como la media + DE. En ambas
actividades se establecio diferencia estadistica
significativa con un valor p < 0.05 respecto al
control mediante una prueba t-Student de dos
colas.

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestra el efecto antioxidante
del EMEm (Clso= 80.47 pg/mL) comparado con
su control, EHEm y EDEm no mostraron
actividad antioxidante. Los extractos
diclorometanico y metandlico no mostraron
actividad citotoxica. En cambio, la fraccion 6 del
EHEm mostré efecto citotéxico dependiente de
la“concentracion en las lineas SiHa, MDA-MB-
2344 y,MCF-7 (ver Tabla 1). Previamente en
este'mismo extracto se ha reportado actividad
antibacteriana, siendo el unico reporte.®
Interesantemente, no presenté efecto citotoxico
en la linea no tumoral MCF10A y la linea de
cancer DU145.

100

@m EHEm
2 EDEm
EMEm
B Acido ascérbico

% Actividad antioxidante
M

EOES SNBSS SO BSS

Conoanirackin {ugimL)
Figura 1. Actividad antioxidante de los extractos de Em,
comparado con acido ascorbico. N= 3, p'< 0005.*

Tabla 1. Efecto de la fraccion 6 debkEHEmM

Mediante un ensayo biodirigido se evaluo el Linea celular  Clso (Hg/mL) Emax (%)

efecto citotdxico en las lineas cancerosas MCF- MCF-7 6.31 74:69% 6,19
7 (mama), MDA-MB-231 (mama), SiHa MDA-MB- 124.21 79.28+ 1212
(cervicouterino), DU-145 (préstata) y en una no 231

tumorigénica MCF-10A (mama), determinando SiHa 124.34 82.96 £ 6.02
la viabilidad celular por el método MTT. # El a%';i%A “g 2355411+15663345
extracto hexénico (EHEm) mostr6 mayor ND r:lo TP —Ts ==

actividad, fue separado mediante cromatografia ’
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Anexo 4. Resumen de la presentacion modalidad cartel en el ler. Simposio Mexicano de
Farmacognosia, organizada por la Red Mexicana de Investigacion Preclinica y Desarrollo

Farmacéutico.
37
. . , CIENCIA,
I MAB IO S Ciencia & Tecnologia TECNOLOGIA
InvestigaciopdPeadu u ITESCAM - Calkini
BiodiveqPWd delbgresic

Resumen de trabajoslibre
Determinacion de'terpenos citotoxicos de la especie vegetal Epaltes mexicana
mediante LC-qToF-MS

Tamara de los Angeles Juarez Velazquez'’, José Arnold alez Garrido', I Maria Olivares Corichi?, José Rubén
Garcia Sanchez?, Oswaldo Herndndez Abreu'

' Divisiof Académica de Ciencias Basicas, Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, Carretera
Cunduacan=Jalpa Km 1, Col. La Esperanza, C.P. 86690, Cunduacan, Tabasco, México.

2 Escuela Supefiorde Medicina, Instituto Politécnico Nacional, Salvador Diaz Mirén esq. Plan de
San Luis S/N, Miguel Hidalgo, Casco de Santo Tomas, C.P. 11340, Ciudad de México, México.

* Autor de correspondencia: 222A27007 @alumno.ujat.mx

Resumen
Introduceion. En una fraccion cromatografica del extracto hexanico de Epaltes
mexicana'se ha encontrade efecto citotoxico selectivo en lineas celulares de can-
cer de mamagy-eervicouterino./Objetivo. Determinar el contenido metabdlico de
la fraccion 6.de\Epaltes mexicanapor cromatografia liquida acoplada a espectro-
metria de masas./Material y métedes. Se utilizo un sistema de cromatografia
liquida (LC 1290 Infinityll, AgilentTechnologies) con bomba cuaternaria acoplada
a un espectrometro’demasas con ionizacion electrospray y detector cuadrupolo
de tiempo de la serie Agilent 6545; unasgolumna bioZen™ XB-C18; y disolventes
grado HPLC. Se emple6/comg fase moviliA) acido férmico al 0,1% en agua y B)
acido férmico al 0,1% en aeetonitrilo, en un/método de gradiente. 1 miligramo de
la fraccion 6 se disolvié en 1 'mililitro de acetonitrile-y se diluy6 1:100 para iniciar
la elucion. La fragmentacion se determiné por anotacion de iones y se compard
con la base de datos METLIN. Resultados y conclusiones. Se identificaron
ocho metabolitos de naturaleza terpénica en un tiempo ‘de retencion menor a
cinco minutos: (1) giberelina A15, (2) farfugina A, (3)“deshidromiodesmona, (4)
eremopetasetenina A1, (5) hidroxiisonobilina, (6) anhidrocinzeilanina, (7) nigaki-
Cita: Juérez Velézquez et al. lactona H y (8) taxodiona. El tipo de ion molecular para los/metabolitos fue
Detarminacidn de terpenos ci- (M+H)+, a excepcion de anhidrocinzeilanina y nigakilactona H qué fue (M+Na)+.
totéxicos de la especie vegetal . . ) A .
Epaltes mexicana mediante LC- La farfugina A presenté la mayor abundancia de iones. La especieegetal Epal-
qToF-MS. Ciencia y Tecnologia tes mexicana contiene terpenos con actividad citotoxica selectiva sobre lineas de
ITESCAM Calldnl cancer, lo cual las hace moléculas de interés para continuar con susf€studios

2024;3(S1):17. o
preclinicos.

Recibido: 20 de abril de 2024

Aceptado: 29 de abril de 2024

Publicado: 30 de mayo de 2024

Copyright: Los datos proporcio-
nados son propiedad de la re-
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Angxo 5. Resumen de la presentacion modalidad cartel en la 192 Reunién Internacional de

Investigacion en Productos Naturales, organizada por Asociacion Mexicana de

Investigacién en Productos Naturales.

Determinacion de terpenos citotéxicos de la especie vegetal Epaltes
mexicana mediante LC-QTOF-MS
Tamara de los Angeles Judrez-Veldzquez," José Amold Gonzdlez-Garrido' lvonne Maria Olivares-Caorichi®
José Rubén Garcia-Sanchez® Oswaldo Hernandez-Abreu’

ICarretera Cunduacandalpa km 1, Col. La Esmeralda, Cunduacan, Tabasco. *Salvador Diaz Mirdn esq. Plan de San Luis
SiM, Miguel Hidalgo, "Gasco de Santo Tomas, Ciudad de México, COME. "Correo: 222827007 @ alumno.ujal.ms

Palabras clave: Epaltes masicana, citotoxicidad, LC-
OTOF-MS, terpenos.

INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios de “las plantas son
fuentes potenciales para  prevenir \&fo curar
enfermedades. Una fraccion cromatogrdfica del
extracto hexanico de la especie Epaltds mexicana
[EHEm) ha demostrado tener efecto gitgtdxico
selectivo en lineas celulares de céncer des mama
(MCF-T v MDA-MB-231) y cervicouterino (SiHal,
con Clee= 631 pg/mb, 12421 pgimb v 124.34
pgimL, respectivamente.! E|l objetive de este
estudio fue determinar el contenidatmetabdlico de
la fraccion activa de E. mexicana por LE-OQTOE-MS.

MATERIALES ¥ METODOS

Para la identificacion de los compuestos activos.se
utilizd un sistema de cromatografia liguida (LT 1280
Infinity  Il, Agient Technologies) con bomba
cuaternaria acoplada a un espectrometro de masas
con onizacién por ESI y detector de Q-TOF deta
sarie Agilent 6545 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) Se desarolld un  método
utilizando una columna bicZen™ XB-C18 {100 x 2.1
mm x 1,7 ym); se emplearon: A) acido férmico al
0,1% en agua y B) acido fémico al 0,1% en
acetonitrilo, como fase mdvil. El gradiente de
elucién se establecid de la siguiente manera: 0 min,
50 % A), 5 min, 75% A), 15 min, 0% A). 1 mg de la
F& se disolvid en 1 ml de acetonitrilo y se pasd por
un filtro de nailon de 0.45 pm. Posteriormente, se
diluyd 1:100 para iniciar la elucidn.®

El andlisis de fragmentacion (MS/MS) se determind
por anotacidn de iones a través del algoritmo de
extraccidn de caracteristicas moleculares (MFE) v
se compard con la base de datos METLIM.?
RESULTADOS ¥ DISCUSION

Se identificaron ocho metabolitos de naturaleza
terpénica en un tiempo de retencién menor a cinco
minutos: (1) giberelina A15, (2) farfugina A, (3)
deshidromiodesmona, (4) eremopetasetenina Ad,
(5) hidroxiisonobilina, (6) anhidrocinzeilanina, (7T)
nigakilactona H y (B) taxodiona (Tabla 1). El tipo de
ion molecular para los metabolitos fue (M+H)* a
excepcién de la anhidrocinzeilanina y nigakilaciona
H que fue (M+Ma)*.

Tabla 1. Compuestos identilicados de la FE EHEm por

LC-OTOF-MS
Ir ldentilicacian Tipo da
{rir) ien nyz
1.84% Gibereling A15 [M+H) = 331.19
1955 Farlugina A (MeH]*  215.14
1.856 Deshidromiodasmona [M+H) 23113
2192 Eremopetasetenina A1 (M+H)® 36519
2452  Hidroxiisonobilina [M+H) 363.18

2764  Anhidrocinzeilanina (pd+Ma)*  431.20
3007 Nigakilactona H (pd+Ma)+ 44719
3115 Taxodiona (M+H] - 315.19

r.Tiempo de retencian

Se encontrd que farfugina A presenta una mayor
abundancia de iones con regpectc a los ofros
metabolitos presentes en la F&, ademds en otro
estudio se ha reportado que la farfugina A en la
linea MCF-T tiene una Clw= 13.6 pg/mL v en la
linga de*cancer de pulmdon A-549 una Clso= 10.9
paimls? sin embarge, la Clw en MCF-T del conjunto
de metdabalitos de la FE s menor, ko que sugiers un
posible sinergismo entre los metabolitos presentes.

CONCLUSIONES

La especie vegetal £E. mexicana contieng terpenos
con actividad ciptgxica selectiva sobre lineas de
cancer, o cual los Pace moléculas de interés para
continuar con sus esiindios preclinicos.
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El cancer_es la segunda causa de muerte a nivel mundial causando una de cada seis
muertes-y’en México durante el afio 2021 un 8 % (90,123) de las defunciones fue por
tumores malignos. El objetivo de esta tesis fue determinar el perfil metabdlico de la
fraccion 6 (F6) del extracto hexanico de Epaltes mexicana (EHEm) que tiene efecto
citotoxico para conocer los metabolitos responsables de la actividad y evaluar el efecto
antioxidante para explorar la posible relacion con la actividad citotoxica.

Mediante procesos cramatograficos se obtuvo la F6 del EHEm y se analiz6 mediante
LC/MS-QTOF, se utiliz6'comao, fase movil: A) acido formico al 0.1% en agua y B) acido
férmico al 0.1% en acetonitrilo, 1 mg de la fraccion 6 se disolvio en 1 mL de acetonitrilo
y se diluyé 1:100 para.iniciar la=eltiCion. Para evaluar la actividad antioxidante se utiliz6
el ensayo DPPH y ABTS:

Se logré identificar mediante la “@hotacion de iones, fragmentacion MS/MS y
comparacion con bases de‘datos ocho metabolitos de naturaleza terpénica clasificados
como sesquiterpenos (farfugina A’y deshidromiodesmona), diterpenos (giberelina A15,
eremopetasetenina Al, hidroxiisonobilina, anhidrocinzeilanina y taxodiona) y un
triterpeno (nigakilactona H). El Unico extracto questtvo efecto antioxidante por ambos
métodos fue el EMEm, Clso= 6.12 Eq. A.A. y Clse= 0.228 CAET, en DPPH y ABTS,
respectivamente.

Se sugiere continuar con los estudios de aislamiento de los.metabolitos como fuente
prometedora de fArmacos anticancerigenos, asimismo EMEm+es‘una fuente de moléculas

de gran potencial antioxidante.
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