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RESUMEN

Se ha propuesto que el estrés oxidativo es un mecanismo patogénico para inducir
citotoxicidad y la aparicion de enfermedades cardiovasculares y neuronales. En la
actualidad se han utilizado compuestos naturales como los extractos de plantas para
reducir los efectos citotéxicos que producen los agentes que inducen el estrés oxidativo.
Nuestro estudio tuvo como objetivo evaluar la capacidad antioxidante y citoprotectora
del extracto de Desmodium tortuosum (D. tortuosum) en cotratamiento y pretratamiento
en lineas celulares EA.hy926 y SH-SY5Y sometidas a estrés oxidativo inducido por t-
BOOH. Se evaluaron la viabilidad celular, las especies reactivas de oxigeno (ROS), y la
expresion molecular de biomarcadores de estrés oxidativo (SOD2, NRF2) y muerte
celular (APAF]1, Caspase3). Se observo que el extracto de D. fortuosumde manera dosis-
dependiente, fue capaz de reducir los efectos oxidativos y de citotoxicidad inducidos por
el t-BOOH, incluso estos niveles fueron normalizados a la dosis de 200 ug/mL de D.
tortuosum, lo que seria debido al alto contenido de compuestos fendlicos. Finalmente,
estos resultados son indicadores de que el extracto de podria ser una alternativa natural

frente a la exposicion citotéxica de agentes quimicos estresantes y citotoxicos.

Palabras clave: Antioxidantes vegetales, fitoquimicos, polifenoles, plantas medicinales,

endotelio vascular, neuroproteccion



ABSTRACT

It has been proposed that oxidative stress is a pathogenic mechanism to induce
cytotoxicity and the appearance of cardiovascular and neuronal diseases. At present,
natural compounds such as plant extracts have been used to reduce the cytotoxic effects
produced by agents that induce oxidative stress. Our study aimed to evaluate the
antioxidant and cytoprotective capacity of Desmodium tortuosum (D. tortuosum) extract
in co-treatment and pre-treatment in EA.hy926 and SH-SYSY cell lines subjected to
oxidative stress induced by t-BOOH. Cell viability, reactive oxygen species (ROS), and
molecular expression of oxidative stress biomarkers (SOD2, NRF2) and cell death
(APAF1, Caspase3) were evaluated. It was observed that the D. tortuosum extract, in a
dose-dependent manner, was able to reduce the oxidative and cytotoxicity effects induced
by t-BOOH, even normalized to a dose of 200 pg/mL, which would be due to the high
content of phenolic compounds. Finally, these results are indicators that the extract of
could be a natural alternative against the cytotoxic exposure of stressful and cytotoxic

chemical agents.

Keywords: Plant antioxidants, phytochemicals, polyphenols, medicinal plants, vascular

endothelium, neuroprotection
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Los farmacos y xenobidticos pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS)
y dafios mediados por radicales libres que pueden dar lugar a procesos de muerte
celular’. Después de la absorcion, el primer tejido afectado es el endotelio vascular,
siendo este el primer paso hacia el desarrollo de enfermedades vasculares, como la
hipertensién y la aterosclerosis @. El estrés oxidativo puede provocar alteraciones
funcionales del endotelio vascular y asi modificar la funcién y estructura de los tejidos
vasculares ®. De hecho, el dafio al endotelio vascular es la principal complicacién de la
diabetes mellitus tipo 2 que conduce a la disfuncién endotelial y luego a la nefropatia
diabética . Por lo tanto, la prevencion del estrés oxidativo es actualmente uno de los
principales propodsitos de la investigacion cardiovascular, y las plantas medicinales
naturales son una fuente de sustancias activas con aplicaciones prometedoras . Durante
la dltima década, varios estudios han demostrado que los antioxidantes vegetales protegen
el endotelio contra el estrés oxidativo, una opcién efectiva para tratar enfermedades
vasculares &7,

Enfermedades neurodegenerativas, caracterizadas por disfuncidon progresiva y
senescencia celular de sistemas neuronales especificos, que implican dafio estructural y
funcional de las neuronas; puede ser causado por el estrés oxidativo %9, La creciente
evidencia reciente sugiere que el estrés oxidativo en las células neuronales contribuye a
la neuroinflamacion, facilitada por la activacién constante de la microglia, lo que induce
necrosis neuronal y apoptosis . Dado que la aparicién de un estrés oxidativo parece ser
una de las principales causas contribuyentes de las patologias cardiovasculares y
neurodegenerativas, la proteccion de las células, los tejidos y los 6rganos contra esta
condicion desafiante es el principal objetivo de muchos estudios que se ocupan de la
prevencion nutricional y farmacoldgica de las patologias.

Durante las dltimas dos décadas, la extensa investigacion sobre los antioxidantes
vegetales, especialmente los polifenoles, ha demostrado de manera inequivoca su papel
como compuestos bioactivos que protegen contra el estrés oxidativo y previenen o
retrasan la aparicién de muchas patologias ©*19. Por ejemplo, enfermedades metabélicas
como la diabetes tipo 2 o las complicaciones cardiovasculares tienen como factor comuin
el dafio endotelial y, ademds, se caracterizan por un exceso de radicales libres, estrés
oxidativo y citoquinas proinflamatorias creando un ambiente oxidativo y proinflamatorio

an y algunas alternativas para contrarrestar estos efectos se encuentran plantas



medicinales como D. tortuosum que posee una actividad antioxidante debido a su alta
concentracion en polifenoles, politerpenos y flavonoides y sus metabolitos. Ademas,
continuando con el endotelio vascular, el beneficio mejor establecido de los flavanoles,
en particular de las catequinas del cacao, sobre la salud es su efecto positivo sobre la

funcién cardiovascular (%12

, proclamado desde los estudios pioneros de hace dos décadas
(13.1415) "hasta las revisiones recientes (!>1%!7_Sin embargo, el efecto beneficioso sobre la
funcién cardiovascular no es privativo de los flavanoles o flavonoides en general ' como
ya hemos descrito antes, también muchos otros compuestos fendlicos o extractos de
plantas han mostrado ese potencial '®. Ademds, recientemente se ha informado que los
metabolitos secundarios de las saponinas y los taninos tienen cierta actividad antioxidante
que puede desempefiar un papel importante en la actividad antidiabética . De hecho,
mediante el uso de una linea de células endoteliales humanas, EA.hy926, se ha
demostrado el efecto protector de un extracto de Silybum marianum, rico en derivados de
flavonol conocidos como flavonolignanos, en células endoteliales cultivadas sometidas a
una alta concentracién de glucosa ?”. En el mismo modelo, el extracto de corteza de tallo
de Vochysia rufa, rico en azicares reductores y flavonoides, también mostré una

@D De manera similar, los

proteccion significativa contra el dafio por glucosa alta
extractos de yerba mate y café verde, asi como sus principales dcidos hidroxicindmicos y
metabolitos microbianos previnieron una inflamacién inducida por TNF-o ??, y mds
recientemente, se demostré que los flavanoles del cacao protegen a las mismas células
EA.hy926 contra una inflamacién inducida quimicamente®. Todos estos estudios
confirman el efecto protector sobre la funcién endotelial de extractos vegetales y
compuestos antioxidantes puros, ademds de avalar la fiabilidad del modelo de cultivo
celular.

Por otro lado, los efectos preventivos de los antioxidantes polifendlicos en el
envejecimiento y la neurodegeneracion asociados con el estrés oxidativo han sido
ampliamente informados (1?*25_ Dado que el cultivo de neuronas primarias es bastante
dificil, las lineas celulares establecidas se han utilizado ampliamente para probar el efecto
neurorregulador de diferentes compuestos bioactivos y sus efectos especificos a nivel
celular y molecular. El neuroblastoma SH-SY5Y, derivado de la linea celular SK-N-SH,
es uno de los cultivos de células similares a las neuronales mas utilizados y se ha validado
recientemente como un modelo simple y confiable de células similares a las neuronales
que es susceptible de analisis bioldgico, investigacién bioquimica y electrofisiolégica 9.

De hecho, utilizando esta linea celular humana como modelo de cultivo de células
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neuronales, se ha informado recientemente del efecto quimioprotector de un extracto
acuoso de compuestos fendlicos de cacao (principalmente flavanoles) frente a una
neurodegeneracién inducida por estrés oxidativo 7, asi como la de un extracto de
Sambucus nigra (flor de satico), rico en flavonoides y dcidos hidroxicindmicos .

Por lo tanto, para delinear los posibles mecanismos de proteccion a través de los
cuales los extractos de D. tortuosum protegen la funciéon de las células endoteliales y
neuronales, se wusaron dos lineas celulares humanas, endotelial EA.hy926 vy
neuroblastoma SH-SYS5Y, como modelos de cultivo celular y tratamiento con un fuerte
pro- oxidante, terc-butilhidroperéxido (t-BOOH), se utilizé para reproducir una condicién

de cultivo celular de estrés oxidativo.

Objetivo general

e Evaluar la composicién quimica y el efecto citoprotector y antioxidante del
extracto de Desmodium tortuosum en células neuronales SH-SYSY y células

endoteliales EA.hy926 frente al dafio inducido por t-BOOH.

Objetivos especificos

e Determinar la caracterizaciéon histoquimica del extracto de Desmodium
tortuosum, por cromatografia liquida LC/MS.

e Evaluar la citoproteccion (MTT) producida por el extracto de Desmodium
tortuosum en células SH-SYS5Y y EA.hy926, con dano inducido por t-BOOH.

e Evaluar el efecto antioxidante del extracto de Desmodium tortuosum mediante
ensayos de estrés oxidativo (ROS) en células SH-SYSY y EA.hy926, con dafio
inducido por t-BOOH.

e Evaluar la expresion de genes relacionados a estrés oxidativo por Desmodium
tortuosum en células SH-SYSY y EA.hy926, con dafio inducido por t-BOOH.

e Evaluar la expresion de genes relacionados a muerte celular por Desmodium

tortuosum en células SH-SYSY y EA.hy926, con dafio inducido por t-BOOH.

CAPITULO II. MARCO TEORICO



2.1.

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Las plantas del género Desmodium suelen presentar bastante actividad
antioxidante, asi lo describe Frangois y colaboradores en el 2011?%, en el cual
determinaron la cantidad y calidad de sus diversos componentes del D. Adscendens
evaluados por ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), DPPH (2,2-
difenil-1 picrilhidrazilo) y pruebas celulares, en la cual obtuvieron una correlacién
directa entre compuesto fendlicos y su actividad antioxidante (r = 0,96) concluyendo
que esta planta posee potente actividad antioxidante, incrementando el valor
terapéutico de la misma.

El extracto etandlico de la hoja del Desmodium triquetrum, en un estudio realizado
en el 2011 por Kalyanil y colaboradores, tuvo como objetivo conocer su actividad
hepatoprotectora y antioxidante del extracto etandlico de dicha planta, la cual, tras
andlisis bioquimicos dio a conocer su actividad antioxidante al revertir los niveles de
antioxidantes enziméticos y no enzimaéticas, infiriendo dicha actividad, a la presencia
de flavonoides en la planta ©?,

Las plantas medicinales son de gran ayuda terapéutica, asi lo demostrd
Venkatachalam y colaborador en el 2012, al evaluar el modo de accién antioxidante
del extracto etandlico de D. gangeticum en sus compuestos fendlicos y flavonoides.
Algunos de los métodos usados fuero el de DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazilo) en la
cual se midi6 la concentracidn inhibidora a la que se eliminaron los radicales DPPH.
Otro, fue la actividad de radicales de 6xido nitrico generado a partir del nitroprusiato
de sodio, el cual al interactuar con el oxigeno produjo el ion nitrito el cual fue
analizado en el cromatdgrafo. También se us6 el método ABTS (4cido 2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) para permitir calcular el porcentaje de inhibicion.
Los resultados demostraron la presencia de flavonoides con actividad antioxidante,
ademds sugiere fuertemente que los fendlicos son componentes importantes de esta
planta. La capacidad de reaccién del radical DPPH se determiné por la disminucién
de su absorbancia a 515 nm. inducida por antioxidantes; en la actividad del 6xido
nitrico, el porcentaje de inhibicién se increment6 al aumentar la concentracién del
extracto: El efecto eliminador del radical ABTS (max. 734 nm.) aument6 con la
concentracion del extracto etandlico. Se concluyé que las hojas de D.
gangeticumposeen propiedades antioxidantes y podrian servir como inhibidores de

radicales libres o antioxidantes primarios !



En el 2014, Li y colaboradores presentaron un estudio de la especie D. caudatum,
la cual tenia como objetivo demostrar, por medio de sus compuestos (flavonoides y
xantonas), la actividad antiinflamatoria y antioxidante de la planta. Se usé metanol
para el extracto, el cual se sometié a cromatografia en columna de gel de silice para
conocer la concentracion de los compuestos que, al tratarse en células dendriticas,
inhibié la produccién de citosinas inflamatorias. El ensayo de DPPH (2,2-difenil-1
picrilhidrazilo) muestra un cambio de color purpura a amarillo ante la presencia de
un compuesto antioxidante. El estudio concluyd, la capacidad de eliminacién de
especies reactivas de oxigeno y su actividad antiinflamatoria de la planta, por lo cual
estos resultados justifican los posibles beneficios de los compuestos del D. caudatum.
(32)

Un estudio realizado por Qian-Nan y colaboradores en el 2020, tuvo como
objetivo demostrar la actividad antioxidante del D. caudatum en nuevos compuestos
fendlicos. El extracto de la planta, obtenido con etanol, permiti6 aislar compuestos
como flavonoides y descaudatina (glucésido fendlico no descrito). Se utilizé el
ensayo de DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazilo), el cual es preciso para valorar grupos
oxidables de antioxidantes, en los compuestos aislados, dando como resultado para
la descaudatina, un ICso (actividad antioxidante) de 58,59 uM, mucho mayor
comparado con el control positivo. El estudio concluyd, que algunos de los
compuestos presentaron una potente actividad antioxidante y otros una actividad
moderada al eliminar especies reactivas de oxigeno ©%

La actividad antioxidante del D. velutinum fue demostrado en un estudio de
Chinenye y colaboradores en el 2018, donde evaluaron los constituyentes del extracto
metandlico de la corteza del tallo de esta planta y el efecto sobre el estado
antioxidante en ratas intoxicadas. Se aplicaron andlisis fitoquimicos cualitativos y
cuantitativos para los componentes, y uno de los métodos utilizados en los roedores,
para el efecto, fue la determinacion de la concentracién de malondialdehido (MDA).
Los resultados revelaron al andlisis fitoquimico, la presencia de alcaloides,
saponinas, flavonoides, taninos, glucésidos, esteroides, carotenoides, antocianinas,
terpenoides y fenoles. Los roedores tratados con el extracto presentaron un nivel mas
bajo de MDA en comparacién con las no tratadas, concluyendo asi que el extracto de
D. velutinumpresenta compuestos que poseen actividad antioxidante y reducen la

peroxidacién lipidica en ratas intoxicadas. ©¥



Ayoola y colaboradores en el 2018, evaluaron el perfil fitoquimico, la toxicidad,
y las actividades antioxidantes y antiulcerosas, del extracto metandlico del tallo y
hoja del Desmodium adscendens, €l cual se prepard por procesos de maceracion. La
actividad antioxidante fue realizada por medio del ensayo DPPH (2,2-difenil-1
picrilhidrazilo) y el ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP), para la
actividad citoprotectora se usé un modelo de ulcera inducida por etanol, mientras que
la toxicidad se evalu6 observando la mortalidad de ratones. Los resultados
demostraron la presencia de glucésidos, alcaloides, taninos y saponinas en tallos y
hojas de la planta, el cual presenta actividad antioxidante media y actividad
citoprotectora significativa, concluyendo que dicha planta presenta una importante
actividad citoprotectora contra la ulceracion, la cual puede estar relacionada con la
actividad antioxidante. >

Los antioxidantes son sustancias quimicas que interactiian con los radicales libres,
neutralizandolas y evitando asi causar dafios. En un estudio, Siju y colaboradores en
el 2019, tuvieron como objetivo demostrar la propiedad antioxidante del Desmodium
triquetrum. Se realizé por medio del ensayo de potencia reductora y el ensayo DPPH
(2,2-difenil-1 picrilhidrazilo), la cual mostr6 como resultado una muy buena
actividad antioxidante en comparacion con el acido ascorbico. Se le atribuy6 dicha
actividad antioxidante a la presencia de flavonoides en la planta, la cual demostré
también actividad anticancerigena. ¢

El Desmodium adscendens es muy usado en la medicina tradicional, por lo cual
Pascal y colaboradores en el 2020, realizaron estudios en el extracto acuosa de dicha
planta, para probar sus propiedades antioxidantes y hepatoprotectoras en hepatocitos
de ratas. Se realizaron cinco ensayos de antioxidantes quimicos para dicha propiedad,
mientras que para la hepatoxicidad se evalué midiendo la viabilidad celular y el
contenido de malondialdehido (MDA) como marcador de la peroxidacién de la
membrana lipidica. Sus resultados mostraron un efecto citoprotector en células
hepdticas al aumentar el procentaje de viabilidad celular y disminuir la formacién de
malondialdehido, ademds de presentar una capacidad antioxidante. Se concluy6 que
el extracto acuoso del Desmodium adscendens posee una gran actividad antioxidante
y efecto hepatoprotector ante lesiones hepiticas. 7

El estudio realizado por Francois y colaboradores en el 2015, tuvo como objetivo
evaluar la seguridad y el efecto protector del extracto de D. adscendens en células

hepéticas (HepG2). Se utiliz6 el extracto hidroalcohdlico sometido a pruebas de
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viabilidad celular MTS 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-
sulfofenil) -2H-tetrazolio, ensayos de citotoxicidad de liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) y estudios de morfologia celular para determinar los efectos
de la planta en la célula. Los resultados revelaron que el D. adscendens a dosis de
100 mg/ml disminuyo significativamente la viabilidad celular y en dosis de 1 mg/ml
0 10 mg/ml protegié a la célula ante un estrés oxidativo, concluyendo que el uso de
D. adscendens como planta medicinal por su actividad antioxidante debe ser usada
para la salud, pero en bajas dosis.®®

En el 2020, Ezealigo y colaboradores, evaluaron el extracto metandlico del
Desmodium ramosissimum para investigar su contenido fendlico total y contenido
total de flavonoides, asi como determinar su capacidad antioxidante. Se realiz6
mediante el método de capacidad antioxidante total (TAC), el DPPH (2,2-difenil-1
picrilhidrazilo) y el poder antioxidante reductor férrico (FRAP). Los resultados
revelaron niveles elevados de contenido fendlico y contenido de flavonoides en
algunas fracciones del extracto. La cantidad de flavonoides por medio del ensayo
DPPH, obtuvo una captacion de radicales de 86 %. Por todo ello, concluyeron que el
D. ramosissimum, es considerado como una fuente rica en antioxidantes naturales,
justificando asi su uso farmacoldgico. ¢%

El extracto etandlico del D. Molliculum respecto a su actividad antiinflamatoria y
analgésica, descrito por Poma en 2018, mediante el ensayo de edema plantar y la
prueba de placa caliente demostré actividad antiinflamatoria significativa para la
especie, mas no presento efecto analgésico en ninguna concentracién. 4%

Desmodium gangeticum(DG) pertenece a la familia Leguminosae, y se ha
utilizado en diversos paises subtropicales como parate de la medicina tradicional para
eliminar la estasis sanguinea, activar la circulaciébn sanguinea y reducir la
inflamacién. También se han documentado sus efectos antioxidantes y su capacidad
de reducir afecciones digestivas como ulceras gdstricas en animales de
experimentacion. De ahi que, en el 2022, Chen y colaboradores observaron los
efectos del extracto de esta planta en células pulmonares A549. Se analizaron los
efectos del extracto sobre la viabilidad celular, el ciclo celular y la apoptosis de las
células A549. Los hallazgos mostraron que DG puede inhibir el crecimiento de
células de pulmén humano A549 de una manera dependiente de la concentracion y

el tiempo. La DG detuvo las células A549 en la fase G1 al aumentar la expresion de



2.2

las proteinas p21, p27, ciclina D1 y ciclina E. Ademas, la DG disminuy®6 la expresion
de las proteinas ciclina A, B1 y Cdc 2@V,

Se evalu6 la actividad dual hipoglucemiante e hipolipidémica de la raiz, tallos y
hojas de Desmodium caudatum, que se utilizan para la medicina tradicional china.
Se prepararon doce extractos con diferentes condiciones de extraccion y se encontrd
que presentaban actividades inhibitorias potenciales de la fructosa-1, 6-bisfosfatasa
(FBPasa), a-glucosidasa y lipasa pancredtica. Ademds, promovieron el consumo
celular de glucosa y reducir el contenido celular de lipidos. El flavonoide 8-
prenilquercetina extraido de D. caudatumexhibié una potente inhibiciéon de a-
glucosidasa (IC50=4,38 uM) y fue capaz de promover el consumo de glucosa y
reducir el contenido de lipidos“?.

Xu y colaboradores en el 2021 aislaron de la planta entera de Desmodium
caudatum Descaudatine A y diez flavonoides. Los compuestos exhibieron potentes
actividades antioxidantes con 1C50=58,59 uM, que se aproximaron a las del control
positivo vitamina C (IC50=46,32 uM). Mientras tanto, otros compuestos mostraron
actividad antioxidante moderada con el ICs50=173,9 uM. Ademads, los compuestos
fenélicos inhibieron la proliferacién de células HeLa con ICso=56,14 uM®“3).

Desmodium triquetrum (Fabaceae) es una planta muy importante usadacomo
remedio a base de hierbas. El estudio realizado por Vedpal y colaboradores se centra
en el aislamiento, estudios insilico e in vitro de dos alcaloides (5-(4-[ (metilcarbamoil)
amino]-2-oxopirimidin-1(2 H )-il) tetrahidrofurano-2 -il) metil metil carbamato y 13-
docosenamida. In silico se ha realizado un estudio de acoplamiento molecular, y
ambos compuestos han mostrado una perfecta afinidad de unién a las enzimas TNF
a, IL-4, IL-13 y 5 LOX. Los compuestos también exhibieron puntuaciones G y
valores de energia Glide comparables en comparacion con la dexametasona estandar.
Ademads, ambos compuestos han sido probados para el ensayo antioxidante in vitro
utilizando el método ABTS y DPPH vy los resultados se compararon con el dcido

ascorbico estandar, mostrando actividad antioxidante significativa respecto al dcido

ascorbico “¥:

BASES TEORICAS

2.2.1. Género Desmodium



a. Generalidades

El género Desmodium es un gran miembro de la familia Papilionaceae
(Fabaceae). Contiene unas 350 especies que se distribuyen principalmente en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo “¥. La mayoria de sus plantas son
hierbas, arbustos o subarbustos, pero rara vez son arboles. Ademads de su uso popular
como alimento, también se utilizan en la medicina tradicional. Mdas de 20 especies de
este género tienen un efecto antifebril muy importante®. La decoccién de agua de
plantas de Desmodium ha sido ampliamente utilizada para tratar diversas
enfermedades como asma, fiebre tifoidea, inflamaciones, malaria, desnutricién
infantil, disenteria, pirexia. Por ejemplo, Desmodium styracifolium es una importante
planta medicinal que se ha utilizado para tratar la colopania, algunos tipos de
enfermedades urinarias como la colelitiasis, la sensacion de ardor al orinar y el edema
@7

Debido a sus versatiles usos medicinales tradicionales, se han realizado un nimero
creciente de estudios fitoquimicos en plantas de Desmodium. Se han aislado mas de
200 compuestos, incluidos flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenoides,
fenilpropanoides y otros constituyentes de las especies de este género, pero solo se
ha evaluado la actividad bioldgica de una parte de ellos. Los flavonoides y alcaloides
se consideran los principales constituyentes y quizds los responsables de la mayoria
de las actividades mostradas por las plantas de este género #4839, Ademds, tanto in
vivo como in vitro han indicado que los extractos de plantas de Desmodium poseian
una amplia gama de propiedades farmacoldgicas, incluida la mejora de las funciones
cardiovasculares y cerebrovasculares y la regulacion del sistema inmunitario, asi
como propiedades antiinflamatorias, citotoxicas, antiparasitarias, antidiabéticas,

antinefroliticas, antibacterianas y nootrépicas !,

b. Uso tradicional

El uso de especies de Desmodium con fines etnomedicinales data desde hace 3000
afios. Segun la teoria de la medicina tradicional china, las hierbas del género
Desmodium se han utilizado principalmente para aliviar la fiebre, neutralizar toxinas,
inhibir el dolor, vigorizar la circulacién sanguinea, suprimir la tos y aliviar la disnea
(33, Basado en el sistema de medicina chino e indio, la mayor parte de las especies
de Desmodiumse pueden utilizar para tratar tipos de enfermedades como pirexia,

reumatismo, ostealgia, hemoptisis, tos, absceso, resfriado comin, heridas, hepatitis
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ictérica, faringitis, desnutricién infantil, disenteria, enfermedades urinarias,
parotiditis, colecistitis, paludismo, encefalitis epidémica, etc. ®¥. Un uso médico
tradicional caracteristico de estas especies es para tratar todo tipo de heridas como
quemaduras, escaldaduras, mordeduras, traumatismos y también aliviar las
complicaciones de estas heridas como son la inflamacion y la formacién de

abscesos®?.

c. Preparaciones tradicionales medicinales del género Desmodium

La planta entera es la mds utilizada, seguida de las raices y las hojas. El modo
habitual de preparacion es la decoccion, un método de extraccion por ebullicion de
material vegetal disuelto, que puede administrarse por via oral o tépica. En general,
la planta entera se extrae con agua y se toma por via oral, mientras que la hoja fresca
se muele directamente para obtener jugo y se usa por via topica. Ocasionalmente, el
material vegetal puede tomarse directamente por via oral. Por ejemplo, las hojas de
Desmodium triangulare se toman directamente para tratar la diarrea. También
Desmodiumpuede cocinarse con carne de cerdo o pollo y comerse como verdura, no
con fines nutritivos, sino como remedio para una determinada dolencia, como
Desmodium microphyllum y Desmodium styracifolium, cuya planta entera se cocind
y tomé como alimento para tratar la desnutricién infantil, mientras que Desmodium

sequax, se aplica para tratar la tuberculosis pulmonar 9.

d. Fitoquimica

Los estudios fitoquimicos se han centrado principalmente en las especies
Desmodium adscendens, Desmodium blandum, Desmodium canum, Desmodium
caudatum, Desmodium gangeticum, Desmodium gyrans, Desmodium microphyllum,
Desmodium oxyphyllum, Desmodium podocarpum, Desmodium pulchellum,
Desmodium sambuense, Desmodium styracifolium tiliaefolium, Desmodium
triflorum y Desmodium uncinatum. Hasta el momento, se han aislado e identificado
un total de 81 flavonoides, 40 alcaloides, 14 terpenoides, 13 esteroides, 10 fenoles, 8
fenilpropanoides, 2 glucdsidos y varios aceites volatiles, que representan un amplio
espectro de clases de metabolitos secundarios, de especies de Desmodium.Las
investigaciones fitoquimicas en esas especies mostraron que los flavonoides y los

alcaloides son los principales metabolitos de este género.
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El género Desmodium es rico en flavonoides, especialmente en isoflavonoides.
Los principales tipos de flavonoides encontrados en las plantas de Desmodium fueron
flavonas, flavonoides de 7, 8-prenil-lactona, flavonoles, flavan-3-oles 'y
flavanonoides, mientras que los isoflavonoides de Desmodium incluyen isoflavonas,
isoflavanonas, pterocarpans y cumaronocromona. Se aislaron un total de 40
alcaloides de especies de Desmodium y se caracterizaron principalmente como
alcaloides de indol, seguidos de alcaloides de feniletilamina, alcaloides de
pirrolidina, alcaloides de amida y alquilamina simple. Ademds de flavonoides y
alcaloides, se ha informado sobre una variedad de terpenoides, esteroides, fenoles,

fenilpropanoides, glucdsidos y aceites volatiles del Desmodium.

e. Actividad antioxidante

Se ha demostrado que el extracto acuosos y metandlico del Desmodium
adscendens posee una considerable actividad antioxidante ©”. También se observé
que diversos extractos de Desmodium triflorum, fueron capaces de reducir la
actividad de los radicales DPPH con capacidad antioxidante equivalente de trolox
(TEAC) de 0,4 mg. Otros estudios han mostrado que el pretratamiento de ratas con
0,5 y 1,0 g/kg de extracto de Desmodium triflorum aumentaron significativamente
las actividades de superéxido dismutasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa
(58).

Desmodium gangeticumes una planta con una potente actividad de eliminacién de
DPPH ©?. La fraccién de acetato de etilo del extracto alcohélico de Desmodium
gangeticum (100 mg/kg) mostré una mejora significativa de la funcién cardiaca y
una reduccion en la liberacion de lactato deshidrogenasa en el efluente coronario, asi
como una reduccion en el nivel de malondialdehido en los tejidos miocardicos 0.

La actividad antioxidante del extracto alcohdlico de Desmodium styracifolium se
evalué por método fotométrico. El porcentaje de captacion de este extracto sobre el
radical hidroxilo, radical superdxido, radical libre del humo del cigarrillo y el efecto
inhibidor sobre la peroxidacion lipidica fueron del 60,7 %, 87,5 %, 21,1 % y 31,6 %

respectivamente V.

J. Efecto sobre el sistema cardiovascular
Varios estudios han demostrado que Desmodium gangeticum posee actividad

cardioprotectora ®». La coadministracién oral de la decoccién acuosa de raices de
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Desmodium gangeticum (0,1 mg/kg) con insulina (40 pU/g) en una proporcion de
1:1 (v/v) mostré una recuperacion significativa del corazén isquémico de la
disfuncién contréctil inducida por reperfusion en corazones de ratas diabéticas en
comparacion con insulina o Desmodium gangeticum solos. La recuperacion de la
presion arterial media, la frecuencia cardiaca y la presion desarrollada en el
ventriculo izquierdo fueron mas rapidas en corazones de rata pretratados por via oral
con insulina mezclada conDesmodium gangeticum que con la administracién tnica
de insulina o extracto de raiz de Desmodium gangeticum. Aunque la insulina
administrada por via oral mezclada con extracto de raices de Desmodium gangeticum
mostré un efecto hipoglucemiante lento pero prolongado, la cardioproteccién que
proporcioné fue mads significativa que cuando se administré por inyeccion
intraperitoneal, lo que indicé que la mezcla de insulina y Desmodium gangeticum

pueden superar las barreras del tracto gastrointestinal y ser efectivamente absorbido
(63)

2.2.2. Desmodium Tortuosum

La Desmodium tortuosum (Sw.) es una planta que pertenece a la familia de las
Fabaceae “?. Es una plantade 1 a2 mde alt., con tallos verdes, variables en densidad,
curvos. Hojas trifolioladas, elipticas, ovaladas, algo cuneados y con algunos pelos.
Sus estipulas son persistentes, ovadas y ciliadas. Peciolos con estrias, persistentes,
triangulares. Presenta inflorescencias en racimos axilares y terminales. Sus flores
pueden ser blanco-rosados o violdceos. El fruto es una legumbre con 2 a 8 artejos
ovalados, se adhieren facilmente a la ropa y a los animales, el fruto posee abundantes

semillas (469,

Toxicologia: Las especies del genero Desmodium han demostrados ser
relativamente seguras y no toxicas. En un estudio para Desmodium molliculum, los
resultados del bioensayo de toxicidad muestran una concentracion letal media, DL50
de 100,427 ug/mL. Otro estudio del género, ha demostrado que la administracion del
extracto acuoso de Desmodium molliculum en concentraciones de 500, 1000 y 2000
mg/ kg no provoca muerte de los animales, ni sintomas indicativos de toxicidad.

Los diversos estudios realizados en el género Desmodium en cuanto a la toxicidad
aguda han coincidido en que la DL50 de este género se encuentra por encima de 2000

mg/kg de masa corporal. Solo se han documentado pardmetros como picazén, peso

12



corporal, reaccidon cutdnea, hiperactividad o sedacién. No se observd mortalidad

después de la administracion oral de la dosis mds alta (2000 mg/kg) de extracto.

2.2.3. Distribucion geografica
Se extiende desde los Estados Unidos de América hasta la Argentina, suele crecer
en dunas costeras, himedas y en zonas de vegetaciéon como la selva baja y alta.

Ademis, florece y fructifica de junio a abril ¢+,

2.2.4. Células SH-SYSY

Las lineas de células cancerosas de origen tisular humano se han utilizado
ampliamente para investigar la actividad antiproliferativa y la toxicidad de extractos
de hierbas, compuestos aislados y fairmacos contra el cincer. Estas lineas celulares
estan bien caracterizadas genética y/o epigenéticamente para determinar la expresion
alterada de proteinas dentro de rutas celulares dadas y genes criticos en el cancer.
La linea celular de neuroblastoma, originalmente derivé de una biopsia de metéstasis
de tumor 6seo, es una sublinea de la linea parental SK-N-SH, contiene una mezcla

de células flotantes y adherentes igualmente viables %67,

2.2.5. Células EA.hy926

La linea celular de la vena umbilical humana, EA.hy926, se estableci6 mediante
la fusion de células primarias de la vena umbilical humana con un clon resistente a
la tioguanina de A549 mediante exposicion a polietilenglicol (PEG). Los clones
hibridos se seleccionaron en medio HAT (hipoxantina/aminopterina/timidina) y se
rastrearon para el antigeno relacionado con el factor VIII. Esta linea celular es

ampliamente usada en estudios relacionados a trastornos cardiovasculares y diabetes
(66.67)

2.2.6. Especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS) son generados in vivo
como productos del metabolismo normal, mediante mecanismos donde participan
enzimas y células; en condiciones normales, la mayoria de los radicales libres
proceden de la respiracion aerobia y contienen oxigeno. El exceso de ROS tiene
efectos nocivos graves que afectan los componentes celulares como lipidos, proteinas

y ADN, conduciendo a estrés oxidativo, que esté referido al desequilibrio entre las
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concentraciones de ROS y el mecanismo de defensa antioxidante propio del
organismo %467,

Cuando se pierde el equilibrio oxidante-antioxidante se genera estrés oxidativo,
se dafian macromoléculas esenciales para llevar a cabo las funciones normales de la

célula lo cual puede traducir en diversos procesos patologicos.

2.2.7. Apoptosis

La apoptosis o “Programmed Cell Death” (PCD) ocurre en un momento especifico
del desarrollo embrionario y también en los tejidos adultos. Los tejidos se remodelan
mediante apoptosis bajo control genético sin dafar el tejido circundante. Tanto la
mitosis (proliferacién) como la apoptosis, durante la formacién de los tejidos, estan
reguladas genéticamente. En su regulacion intervienen diversos estimulos y vias
metabdlicas que conducen a la muerte de las células sin perjuicio para los tejidos
circundantes. El mecanismo es activo y requiere energia que es provista por las

mitocondrias en forma de ATP, con la intervienen factores genéticos %67,

2.2.8. Las caspasas

Las caspasas son proteinas clave en la transduccion y ejecuciéon de la sefial
apoptoética inducida por una diversidad de estimulos. Existen dos grupos de caspasas,
las iniciadoras y las ejecutoras. Las primeras son activadas por autoproteolisis, las
segundas son activadas mediante el corte especifico mediado por caspasas
iniciadoras. Estas proteasas son las encargadas de los cortes finales de sustratos que

provocan la morfologia tipica de la apoptosis (¢¢67.

CAPITULO III. METODOLOGIA
3.1. Tipo de Investigacion
Es una investigacion experimental, debido a que describirdn los efectos
citoprotectores, antioxidante y antiinflamatorio de Desmodium tortuosum y métodos

de andlisis que se utilizaran.

3.2. Consideraciones éticas

No corresponde
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3.3. Diseiio metodolégico

3.3.1. Lugar de ejecucion
El presente estudio se desarrolld en el Laboratorio de Fisiologia Animal y la
Estacion Experimental IVITA-Pucallpa de la Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.3.2. Reactivos y quimicos

Los compuestos tert-Butil hidroperéxido (t-BOOH), gentamicina, penicilina G y
estreptomicina se adquirieron de Sigma Chemical Co. (Madrid, Espana). El
acetonitrilo, el metanol de grado HPLC, el dimetilsulféxido (DMSO) de grado
analitico y todos los demads reactivos habituales de laboratorio se adquirieron de
Panreac (Barcelona, Espafia). Los medios de cultivo DMEM vy el suero fetal bovino
(FBS) fueron de Cultek (Madrid, Espafa). Diacetato de 2',7'-diclorofluorescina
(DCFH-DA), diacetato de 4-amino-5-metilamino-2,7-difluorofluoresceina (DAF-
FM-DA), 3-[4,5 dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-tetrazolio bromuro (MTT), solucion
salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS, D8537) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Nucleo-spin-RNA, qPCRBIO-cDNA-sintesis y
ICgreen-amplification-PCR se obtuvieron de Cultek (Madrid, Espafia). Todos los
demads reactivos quimicos utilizados fueron de alta pureza para biologia celular y

molecular y estaban disponibles en el laboratorio.

3.3.3. Seleccion de plantas y preparacion de extractos

El material biolégico vegetal fue colectado en el distrito de Monte Alegre,
provincia Padre Abad, region Ucayali, Perd coordenadas 0498477LS - 9030950LW,
a una altitud de 194 m.s.n.m.; Se recolectaron 10 kilogramos de tallos y hojas
(nimero de comprobante RS978). En el Herbario Regional Ucayali IVITA Pucallpa
(HRUIP), las plantas fueron secadas, herbalizadas, ensambladas y se realizé la
verificacion taxondmica de las especies por comparacién con muestras existentes y
el uso de bibliografia especializada, comprobante nimero RS978, perteneciente a la
especie D. tortuosum (SW) DC., de la familia Fabaceae y fue ingresada al Herbario

con el nimero de registro 12208.
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Los tallos y las hojas se recogieron y lavaron en su totalidad, se secaron al aire
libre hasta peso constante y se redujeron a un polvo fino. La decoccion se desarrolld
colocando agua destilada y material vegetal en polvo (10:1) en un vaso de
precipitados, calentando hasta hervir y manteniendo durante veinte minutos. El
material vegetal agotado por la extraccion se separ0 por filtracion y el extracto acuoso

se concentrd y liofiliz6 para su conservacion.

3.3.4. Caracterizacion quimica del extracto

Brevemente, se diluyeron 20 mg de la muestra con 20 ml de metanol. La mezcla
se ultrasonic6 durante 10 min. Luego, se filtré a 0,25 pm y se inyectaron 3 pL en un
sistema UHPLC (Dionex Ultimate 3000 UHPLC system, Thermo Scientific, EE.
UU.). La columna era Luna© Omega C18 100 10\, Phenomenex (150 x 2,1 mm, 1,6
um), temperatura 40 °C, caudal 0,25 ml/min y eluyentes H20 1 % HCOOH vy
acetonitrilo 1 % HCOOH. El sistema UHPLC se acopl6 a un espectrometro de masas
QExactive PLus (Thermo Scientific, EE. UU.). Los parametros completos de escaneo
de MS estaban en el rango de 120-1500 m/z, resolucién 70000, microescaneos 1,
objetivo AGC de 1x10° e IT médximo de 100ms. La resolucién MS? de los pardmetros
era 17500, el objetivo de AGC de 2x105 y el TI maximo de 50 ms. Los pardmetros
de la fuente de ionizacién fueron ESI (negativo/positivo), voltaje de pulverizacion
2,5/3,0, temperatura capilar 280 °C, portador de gas N> (tasa de flujo del gas
envolvente: 40, tasa de flujo del gas auxiliar: 10), temperatura del calentador de gas
de 350 °C, Nivel de RF de lente S de 100 y energia de colision normalizada de 20,
40, 60. Los valores m/z de los iones detectados en el ESI-MS completo (positivo y/o
negativo) y los principales fragmentos observados en el MS/MS espectros, el error
en ppm también se indica para el cdlculo de la férmula molecular (<5 ppm).

3.3.5. Cultivo celular y tratamientos

Las lineas celulares endotelial EA.hy926 y de neuroblastoma humano SH-SY5Y
(no diferenciada) se obtuvieron de forma comercial de la Colecciéon Americana de
Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.). Ambas lineas celulares se
cultivaron y se pasaron en medio DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10
% y 50 mg/l de cada uno de los siguientes antibidticos: gentamicina, penicilina y
estreptomicina. Las células se mantuvieron en una incubadora humidificada que

contenia 5 % de CO2y 95 % de aire a 37 °C; el medio de cultivo se cambi6 cada dos
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dias para eliminar las células muertas y no adheridas y las placas generalmente se
dividieron 1:3 cuando alcanzaron la confluencia.

Las diferentes concentraciones del extracto de D. fortuosum (1, 10, 25, 50, 100 y
200 pg/mL) se disolvieron en medio de cultivo y se agregaron a las placas celulares.
Para evaluar el efecto protector de las concentraciones de extracto frente a una
agresion oxidativa, se llevaron a cabo dos enfoques diferentes, cotratamiento y
pretratamiento. En el ensayo detratamiento conjunto, las células EA.hy926 y SH-
SYSY se trataron simultineamente durante 22 h con 100 uM det-BOOH més
cualquiera de las diferentes concentraciones; mientras que en el ensayo de
pretratamiento, las células se trataron primero con las dosis indicadas de extracto
durante 18 h, luego se lavaron y se sometieron a un medio nuevo que contenia 200
uM de t-BOOH durante 4 h, después de lo cual los cultivos celulares se procesaron

para cada ensayo %

3.3.6. Evaluacion de la viabilidad celular (MTT)
El ensayo de viabilidad celular se basa en la capacidad de la actividad mitocondrial
para reducir el reactivo MTT, que se determina mediante colorimetria .
Brevemente, después de los tratamientos, se agregaron 50 uL del reactivo MTT (0,5
mg/mL, concentracién final) a cada pocillo durante 2 h, en las mismas condiciones
de incubacién (humedad, 37 °C, 5 % CO2 y 95 % oxigeno). Durante estas 2 h, las
células EA.hy926 y SH-SYS5Y metabdlicamente activas redujeron el tetrazolio-MTT
(amarillo) a una sal de formazan (purpura). La absorbancia se midi6 a 540 nm

utilizando un lector de microplacas SPECTROstar BMG. La viabilidad celular se

calcul6 como un porcentaje de células sin extracto (100%).

3.3.7. Produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS)

El estrés oxidativo se puede evaluar por los niveles de produccion celular de ROS.
La produccion de ROS se determiné de acuerdo con protocolos ampliamente
estandarizados 7%’ mediante el ensayo DCFH-DA utilizando un lector de
microplacas de fluorescencia. DCFH-DA ingresa a la célula y es hidrolizado por
esterasas intracelulares que permiten la liberacion de DCFH y su reaccién con ROS
para generar DCFH (compuesto fluorescente). Al cuantificar la fluorescencia, se
obtuvo una estimacion justa de las especies de oxigeno generales generadas en las

diferentes condiciones. Brevemente, se afiadi6 DCFH-DA (10 uM, disuelto en
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DMSO) a cada pocillo (2 x 10° células/pocillo) en condiciones de incubacion
similares (humedad, 37 °C, 5 % de CO2 y 95 % de oxigeno) en una microplaca
multipocillo negro. placa durante 30 min. Las placas multipocillo se midieron
inmediatamente usando un lector de microplacas fluorescentes (FLx800 Fluorimeter,

BioTek, Winooski, VT, EE. UU.) con una excitaciéon A de 485 nm y una emision A

de 530.

3.3.8. Extraccion/purificacion de ARN, sintesis de ADNc y PCR en tiempo real
Después de los tratamientos, se obtuvo el ARN total utilizando el NucleoSpin®-
RNA-Plus (Macherey-Nagel, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La concentracion y pureza de ARN total se cuantificé utilizando un
espectrofotometro Nabi UV/Vis Nano (Microdigital, Seul, Kr, Corea), obteniendo
relaciones A260/A280 > 1,9, 2,1< en todas las muestras. El ADNCc se sintetiz6 a partir
de 1 pg de ARN total mediante transcripcion inversa (RT) usando el kit de sintesis
de ADNc gPCRBIO (PCRBiosystems, PA, EE. UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, comenzando con un paso de eliminaciéon de ADN
gendmico. Finalmente, el cDNA se diluy6 1:10 en agua libre de nucleasas y se
almacend a -80 °C para su posterior andlisis. Se realizaron ensayos de PCR
cuantitativos en tiempo real para evaluar la expresion del mRNA de los genes de
estrés oxidativo SOD2 y NRF2, y de muerte celular APAF1 y Caspase 3. La
amplificacion de cDNA se realiz6 mediante un sistema de PCR en tiempo real
(BioRad CFX, CA, EE. UU.), usando ICgreen qPCR Mastermix (Nippon Genetics,
Duren, alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la RT-PCR
fue necesario utilizar cebadores con concentraciones de 400 nM, y se programé el
protocolo de termociclado a 95 °C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 5sa 95 °C, y
30sa60 °C.
Los cebadores “forward y reverse” fueron SOD2: 'CCACTGCTGGGGATTGATGT'
'CGTGGTTTACTTTTTGCAAGCC'; NRF2: ‘CTGGTCATCGGAAAACCCCA’
‘TCTGCAATTCTGAGCAGCCA’; APAFI:
‘TCTTCCAGTGGTAAAGATTCAGTT’ ‘CGGAGACGGTCTTTAGCCTC;
Caspase3: ‘GTGGAGGCCGACTTCTTGTA’ "TTTCAGCATGGCACAAAGCG’.

Se us6 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen de
normalizacién y se extrajeron las eficiencias de los datos sin procesar usando el

software LinRegPCR."?
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3.4. Unidad de analisis
Células neuronales SH-SYSY y células endoteliales EA.hy926

3.5. Poblacion de estudio
Cultivos celulares neuronales humanas SH-SYS5Y de European Collection of

Authenticated Cell Cultures, Sigma-Aldrich.

Cultivos celulares endoteliales EA.hy926 de European Collection of Authenticated Cell
Cultures, Sigma-Aldrich.

3.6. Muestra
Se utilizardn los extractos de las plantas Desmodium tortuosum, obtenidos de
muestras de tallos y hojas seleccionados (10kg) que sean estabilizados a 40°C por
tres dias, y posteriormente trozado y macerado en etanol 96° por una semana hasta

el filtrado y desecado.

3.7. Criterios de seleccion
3.7.1. Criterios de inclusion
Los extractos con la certificacion correspondiente donde se indique la especie.
Células inmortales

Lineas celulares estandarizadas

3.7.2. Criterios de exclusion
Los extractos sin la certificacion correspondiente.
Cultivos primarios

Células no diferenciadas

Para cada experimento independiente se ha utilizado 100 g de maiz amarillo duro
que fue contaminado y utilizados en el presente estudio, y los tratamientos fueron

realizados por triplicado, teniendo en consideracion el teorema de limite central.

3.8. Instrumentos de recoleccion de datos
Fichas de recoleccion de datos elaboradas por la tesista

Lector de microplacas UV-VIS
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Espectrofluorimetro
Termociclador a tiempo real
Software Origin Pro 9.0
GraphPad Prism 6.0

3.9.Anadlisis de datos
El andlisis estadistico de los datos obtenidos de los estudios de cultivos celulares
se realizé de la siguiente manera: antes del anélisis, se analizé la homogeneidad de
las varianzas de los datos mediante la prueba de Levene; para comparaciones
multiples, ANOVA unidireccional fue seguido por una prueba post hoc de Tukey
cuando las varianzas eran homogéneas. El nivel de significacién fue P < 0,05. Se

utiliz6 un programa GraphPad Prism version 6.0.

CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Analisis quimico del extracto de D. tortuosom

Se identificaron treinta compuestos en D. tortuosum en funcién de su tiempo de
retencion relativo, espectros de masas y estindares comerciales. La Tabla 1 muestra el
tiempo de retencion (RT), la formula molecular, la masa exacta del ion molecular [M —
H]— después de la ionizacidén negativa-positiva y los fragmentos MS2 de los principales
compuestos identificados en D. tortuosum por UHPLC/MS. El mayor nimero de
compuestos identificados fueron &dcidos fendlicos y flavonoides, y en menor medida

compuestos derivados del 4cido linoleico, entre otros.

Tabla 1. Identificacién de compuestos bioactivos por UHPLC/MS en el extracto de D. tortuosum

s .
- Formula M5 Masa
; Retencié: = 152
Compuesto Identificado T Moleedar  per MS ESE MS Nemunal
{mir)
ACIDOS HIDROXICINAMICOS E HIDROXICINATOS
Adido Leumirics 879 CHO, 163 119,53 164

Loliclida

CAROTENOIDES

9.60 CHLO, 157 179,161,135, 133
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4.2. Viabilidad Celular

El primer pardmetro para determinar la citoproteccion potencial de los extractos
de D. tortuosum fue la viabilidad celular después de un desafio oxidativo por t-BOOH.
Se probaron concentraciones de extracto de 1, 10, 25, 50, 100 y 200 pg/mL para
determinar su capacidad citoprotectora. Como se muestra la exposiciéon a t-BOOH
provocé una disminucion significativa de la viabilidad celular de alrededor del 62 % en
las células EA.hy926 (Figura 1), y del 50 % en las células SH-SYSY (Figura 2). Las
concentraciones crecientes de extracto provocaron una recuperacion parcial pero
significativa dependiente de la dosis de la viabilidad celular en las dos lineas celulares
tanto en el cotratamiento como en el pretratamiento. Las concentraciones de extracto de
100 pg/mL y superiores aumentaron significativamente la viabilidad de las células SH-

SY5Y tanto en el cotratamiento como en el pretratamiento (Figura 2), y en el
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iabilidad celular

SH-SY5Y
(% control)

pretratamiento de EA.hy926 (Figura 1), mientras que las concentraciones de 50 ug/mL y
superiores eran necesarias para recuperar significativamente la viabilidad de las células
EA hy926 en el tratamiento conjunto (Figura 1). La recuperacion mds alta de la viabilidad
celular del dafio oxidativo se observé en el cotratamiento y pretratamiento con 200 pg/mL
de extracto en SH-SYSY (Figura 2). Una vez asegurado el efecto citoprotector de algunas

de las concentraciones ensayadas del extracto, se procedié al estudio del estado redox y

respuesta antioxidante.

Figura 1. Efectos de citoproteccion del extracto de D. fortuosum en células EA.hy926 después
de periodos de cotratamiento (barras rojas, l) y pretratamiento (barras azules, l) de 24 h. La
viabilidad celular se midi6 como reduccién de MTT y los datos se normalizaron como % de
control. Los datos representan la media + SEM de seis experimentos independientes. Diferencia
significativa (P < 0,05). ¥|representan el porcentaje de disminucion con respecto al control,
*frepresentan el porcentaje de aumento con respecto al t-BOOH.
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Figura 2. Efectos de citoproteccion del extracto de D. fortuosum en células SH-SYSY después
de periodos de cotratamiento (barras rojas, .) y pretratamiento (barras azules, l) de 24 h. La
viabilidad celular se midi6 como reducciéon de MTT y los datos se normalizaron como % de
control. Los datos representan la media + SEM de seis experimentos independientes. Diferencia
significativa (P < 0,05). ¥|representan el porcentaje de disminucién con respecto al control,
*frepresentan el porcentaje de aumento con respecto al t-BOOH.

4.3. Produccion intracelular de ROS

La adicién de t-BOOH a los cultivos celulares indujo un aumento notable en la
generacion de ROS de alrededor del 100 % en EA.hy926 (Figura 3) y alrededor del 40 %
en SH-SYS5Y (Figura 4) que fue muy similar para ambos tipos de tratamientos,
asegurando la confiabilidad del modelo para el dafio oxidativo. Las mismas
concentraciones de extracto (1-200 pg/mL) probadas para la viabilidad celular también
se analizaron para su capacidad de extincién de ROS. Similar al ensayo de viabilidad
celular, se observé una reduccion significativa dependiente de la dosis en la produccion
de ROS con dosis crecientes del extracto y, en el caso de las células EA.hy926, se alcanz6
una disminuciéon de ROS casi para controlar los valores previos al estrés con la
concentraciéon mads alta probada de 200 ug/mL de extracto de D. tortuosum (Figura 3).
Las dos concentraciones de extracto mas altas, 100-200 pug/mL, también fueron
completamente eficientes para prevenir la sobreproduccién de ROS inducida por t-BOOH
en SH-SYSY (Figura 4). Los resultados indican claramente que tanto el cotratamiento
como el pretratamiento con extractos de D. tortuosum en el rango de 50-200 pg/mL
previenen significativamente el aumento de la generacion de ROS inducida por el estrés

oxidativo en estas dos lineas celulares (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Efectos antioxidantes del extracto de D. tortuosum frente a la producciéon de ROS
inducida por t-BOOH en células EA.hy926 después de 24 h de tratamiento conjunto (barras rojas,
l) y pretratamiento (barras azules, l). La producciéon de ROS se midié como unidades de
fluorescencia. Los datos representan la media + SEM de seis experimentos independientes.
Diferencia significativa (P < 0,05). %1 representa el porcentaje de aumento con respecto al control,
* | representa el porcentaje de disminucion con respecto al t-BOOH.
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Figura 4. Efectos antioxidantes del extracto de D. tortuosum frente a la producciéon de ROS
inducida por t-BOOH en células SH-SYSY después de 24 h de tratamiento conjunto (barras rojas,
l) y pretratamiento (barras azules, l). La producciéon de ROS se midid como unidades de
fluorescencia. Los datos representan la media £ SEM de seis experimentos independientes.
Diferencia significativa (P < 0,05). %1 representa el porcentaje de aumento con respecto al control,
*| representa el porcentaje de disminucién con respecto al t-BOOH.

4.4. Expresion génica de biomarcadores oxidativo-antioxidativos

Los genes relacionados con la oxidacidn-antioxidacion (SOD2, NRF2) se
evaluaron para determinar los efectos de t-BOOH y del extracto de D. fortuosum (co 'y
pretratamiento) en células EA.hy926 y Células SH-SYS5Y.
La expresion molecular de SOD2 ha disminuido alrededor de un 45% por efecto del t-
BOOH en ambos tipos celulares, pero este efecto fue revertido por el efecto de la mayor
concentracion del extracto de D. tortuosum en EA hy926, y las concentraciones de 100 y
200 pg/mL en células SH-SYSY (Figuras 5 y 6). Asimismo, los niveles del gen NRF2
han disminuido alrededor de un 50% y un 55% por el efecto de t-BOOH en las células
EA.hy926 y SH-SYSY, respectivamente; mientras que las dosis de 100 y 200 ug/mL, en
ambos tipos de células, tuvieron la capacidad de reducir significativamente el efecto de t-

BOOH (Figuras 7 y 8).
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Figura 5. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresion de SOD2
en células EA.hy926 después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, .) y pretratamiento
(barras azules, [)de 24 h. La expresion génica se determin6 como valor normalizado de control.
Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. Diferencias
significativas (P < 0,05). ¥ representa el porcentaje de disminucion o *1 representa el porcentaje
de aumento con respecto al control o con respecto al t-BOOH.
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Figura 6. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresion de SOD2
en células SH-SYSY después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, .) y pretratamiento
(barras azules, l)de 24 h. La expresion génica se determiné como valor normalizado de control.
Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. Diferencias
significativas (P < 0,05). ¥ representa el porcentaje de disminucion o *1 representa el porcentaje
de aumento con{espacto al control o con respecto al t-BOOH.
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Figura 7. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresiéon de NRF2
en células EA.hy926 después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, .) y pretratamiento
(barras azules, [)de 24 h. La expresion génica se determin6 como valor normalizado de control.
Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. Diferencias
significativas (P < 0,05). ¥ representa el porcentaje de disminucion o *1 representa el porcentaje
de aumento con respecto al control o con respecto al t-BOOH.
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Figura 8. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresion de NRF2
en células SH-SYSY después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, I) y pretratamiento
(barras azules, l)de 24 h. La expresion génica se determiné como valor normalizado de control.
Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. Diferencias
significativas (P < 0,05). ¥ representa el porcentaje de disminucién o *1 representa el porcentaje
de aumento con respecto al control o con respecto al t-BOOH.

4.5. Expresion génica de biomarcadores de muerte celular

Los genes relacionados con muerte celular (APAF1 y Caspasa3) se evaluaron para
determinar los efectos de t-BOOH y del extracto de D. tortuosum (co y pretratamiento)
en células EA.hy926 y Células SH-SYSY.

La expresion molecular de APAF1 aument6 significativamente por encima del
140 % y el 90 % por el efecto de t-BOOH en EA.hy926 y SH-SYS5Y, respectivamente;
pero este efecto fue revertido por el efecto de las concentraciones de 50 (solo
cotratamiento en EA.hy926), 100 y 200 ug/mL de D. tortuosum en EA.hy926 y SH-
SYS5Y, (Figuras 9 y 10). Asimismo, los niveles de la expresion génica de
caspasa3,también se observo que t-BOOH indujo la expresién molecular de caspasa3 por
encima del 89% en ambos tipos celulares, la cual fue reducida por el efecto del extracto

de D. tortuosum (50, 100 y 200 pg/mL) en ambos tipos celulares (Figuras 11 y 12).
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Figura 9. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresién de APAF1
en células EA.hy926 después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, .) y pretratamiento
(barras azules, l)de 24 h. La expresion génica se determiné como valor normalizado de control.
Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. Diferencias
significativas (P < 0,05). ¥ representa el porcentaje de disminucion o *1 representa el porcentaje
de aumento con pespecto al control o cen;regpgcto al t-BOOH.
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Figura 10. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresion de APAF1
en células SH-SYSY después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, .) y pretratamiento
(barras azules, l)de 24 h. La expresion génica se determiné como valor normalizado de control.
Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. Diferencias
significativas (P < 0,05). ¥ representa el porcentaje de disminucion o *1 representa el porcentaje
de aumento con respecto al control o con respecto al t-BOOH.
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Figura 11. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresion de
Caspasa3 en células EA.hy926 después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, I) y
pretratamiento (barras azules, l)de 24 h. La expresiéon génica se determiné como valor
normalizado de control. Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos
independientes. Diferencias significativas (P < 0,05). ¥| representa el porcentaje de disminucion
o *1 representa el porcentaje de aumento con respecto al control o con respecto al t-BOOH.
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Figura 12. Efecto del extracto de D. tortuosum (50, 100 y 200 uM) sobre la expresion de
Caspasa3 en células SH-SYSY después de los periodos de cotratamiento (barras rojas, I) y
pretratamiento (barras azules, l)de 24 h. La expresiéon génica se determiné como valor
normalizado de control. Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos
independientes. Diferencias significativas (P < 0,05). ¥| representa el porcentaje de disminucion
o *1 representa el porcentaje de aumento con respecto al control o con respecto al t-BOOH.

CAPITULO V. DISCUSION

En este estudio se prepard un extracto acuoso de D. tortuosum y se caracterizaron
sus principales compuestos fenélicos por UHPLC/MS, mostrando 4cidos fendlicos,
flavonoides como flavanonas y flavanoles, carotenoides y otros compuestos antioxidantes
(Tabla 1) como principales compuestos bioactivos de alto potencial. El extracto mostrd
una capacidad antioxidante significativa in vitro y efectos en cultivos de células
endoteliales y de tipo neuronal que incluyen la regulacién sobre la viabilidad celular, la
produccion de ROSy la regulacion molecular de biomarcadores de estrés oxidativo y
muerte celular. Todos estos efectos avalan el uso de esta planta desde la antigiiedad en la
medicina tradicional.

El rango de dosis del extracto de D. tortuosum para probar su potencial de estrés

antioxidante se seleccioné de acuerdo con datos previos de otros estudios que trabajaron
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con extractos de plantas, alimentos y jugos. Asi, se encontrd una concentracion de 35 uM
de flavanol epicatequina en suero de rata 1 h después de la administracion oral de 172
umol de epicatequina por kg de peso corporal 7. De manera similar, se han detectado
niveles de 30-40 uM de fitoquimicos de ardndano en plasma después de la ingesta de jugo
de arandano 7*7. Por lo tanto, el rango de concentraciones de extracto de D. tortuosum
probado no estd lejos de ser realista; de hecho, en trabajos anteriores hemos informado
actividad quimioprotectora para 0.5-100 pg/mL de extracto de Vochysia rufa®", 5-25
ug/mL de Silybum marianum® y 2.5-20 pg/mL de extracto de cacao ?® en células
endoteliales EA.hy926 cultivadas. Ademads, hemos informado recientemente que dosis de

5-25 pug/mL de un extracto de Sambucus nigra®®

y 25-200 pug/mL de un extracto acuoso
de compuestos fendlicos de cacao ?” protegen a las células del neuroblastoma SH-SYS5Y
del estrés oxidativo.

Nuestros resultados anteriores demostraron que el tratamiento de células
EA.hy926 con t-BOOH es un excelente modelo de estrés oxidativo en cultivo celular
(20.2376) ' Probablemente, muy recientemente también hemos establecido un modelo para
el estrés oxidativo en SH-SYSY mediante un tratamiento comparable con el mismo
prooxidante, t-BOOH ©?7?®_ Como la mayoria de los peréxidos orgénicos, el t-BOOH se
descompone en otros radicales alcoxilo y peroxilo en una reaccién asistida por iones
metélicos que pueden generar ROS, incluido H20,%®. Si la sobreproduccién de ROS es
duradera, el dafio a macromoléculas, proteinas, lipidos y ADN podria ser excesivo y poner
en peligro irreversiblemente la viabilidad celular, como se observa en las células tratadas
con t-BOOH. Sin embargo, en estas condiciones estresantes, la inhibicion significativa
de la citotoxicidad inducida por t-BOOH cuando las células EA.hy926 y SH-SY5Y
fueron pretratadas o cotratadas con extractos de plantas en dosis realistas durante 20 h
indicé que la integridad de las células estresadas estaba notablemente protegida contra el
potente desafio oxidativo. La cantidad relevante de compuestos fendlicos bioactivos en
el extracto fue lo suficientemente eficaz para una proteccion celular dependiente de la
dosis parcial pero significativa, aunque las diferentes respuestas al tratamiento conjunto
y previo sugieren una sensibilidad diferencial de los dos tipos de células a los extractos
en condiciones estresantes; el pretratamiento es mds efectivo en EA.hy926 mientras que
el cotratamiento parece mas efectivo en SH-SYSY. Como se informé anteriormente, se
ha informado una capacidad citoprotectora similar con otros extractos fendlicos en ambas

lineas celulares, EA.hy926 292123 y SH-SY5Y ©7:28),

31



La evaluacion de la generacion de ROS es un indice fiable del estado redox, asi
como del dafio oxidativo de las células vivas ®®. La adicién de t-BOOH a cualquiera de
las lineas celulares en condiciones de pretratamiento y cotratamiento provocé un aumento
significativo en la generacion de ROS que podria ser la causa principal del aumento de la
muerte celular. La reduccion significativa dependiente de la dosis en la produccion de
ROS inducida por t-BOOH observada con el cotratamiento y el pretratamiento con
extracto en ambas lineas celulares respalda inequivocamente la naturaleza antioxidante
de los componentes fendlicos y podria ser una explicacion principal de la reduccion del
estrés oxidativo y posterior proteccion celular. Curiosamente, se informé una capacidad
de extinciéon de ROS comparable no solo en células EA.hy926 y SH-SYS5Y como se
menciond anteriormente %212327:28 sino también en células hepéticas cultivadas (7789,
claramente lo que indica que este efecto quimioprotector no es especifico de un tipo de
célula o tejido en particular, sino una capacidad de estrés antioxidante sistémico de los
antioxidantes naturales.

Muchas formas de estrés celular pueden conducir a la induccién de la muerte
celular, a través del estrés del reticulo endopldsmico o la disfuncién mitocondrial ®. En
este estudio se ha observado que el t-BOOH es capaz de inducir estrés oxidativo al
aumentar los niveles de ROS. Este efecto pudo haber producido un aumento en la
actividad de enzimas involucradas en la muerte celular y evaluadas en este estudio a
través de la viabilidad celular. También se sabe que, bajo estrés oxidativo, las especies
reactivas de oxigeno, incluidos los radicales libres como el superdxido, el radical
hidroxilo y el per6xido de hidrégeno, se generan en niveles elevados, lo que induce dafio
celular y muerte celular ®”. Esta muerte celular a menudo implica la induccién de la
apoptosis a través de la activacion de las enzimas caspasas ®¥. En este estudio, la
reduccion de la viabilidad celular por t-BOOH en las células EA.hy926 y SH-SYSY se
vio mermada de manera dosis-dependiente por el efecto del extracto de D. tortuosum a
partir de una dosis de 50 pg/mL tanto en co- y pre-tratamiento. Efectos similares han sido
reportados en otros estudios, donde observaron que compuestos naturales con alto

contenido fenélico reducian la muerte celular en células EA.hy925 ¢%90

SY5Y €192,

y en células SH-

En el presente estudio la citotoxicidad observaba tiene un componente oxidativo
(Niveles de ROS), este efecto fue mermado por el extracto de D. tortuosum, que contiene
una gran cantidad de compuestos polifendlicos, los cuales tendrian la capacidad de reducir

el estrés oxidativo a través de la regulacion del glutation (GSH), que es el mejor
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biomarcador del estado redox celular; por lo tanto, un agotamiento o reduccién de GSH
indica un aumento de la oxidacién intracelular y un estado redox precario, mientras que
una concentracion equilibrada de GSH coloca a la célula en una situacién ventajosa para
enfrentar un posible ataque oxidativo ®®. La concentracién de GSH est4 estrictamente
regulada dentro de la célula y una exposicion directa a extractos de plantas en
concentraciones no toxicas generalmente no provoca cambios significativos en los niveles
basales de GSH %2268 Por otro lado, si GSH disminuyera por la accién de t-BOOH
sugiere un estado de estrés oxidativo que podria resultar en un dafio oxidativo irreparable
en macromoléculas: lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Esta situacién peligrosa se
evitaria con el uso de compuestos antioxidantes como D. tortuosum, lo que ha sido
observado con otros extractos vegetales ricos en antioxidantes fendlicos como Silybum
marianum®®, Vochysia rufa®? y café verde *® en células EA.hy926, asi como cacao @7
y Sambucus nigra®® en células SH-SYSY.

La reduccién de la produccion de ROS por efecto del extracto de D. tortuosum
podria explicarse por el efecto que tienen los compuestos polifendlicos en su efecto
regulador sobre las enzimas de defensa antioxidante, como GPx y GR, esenciales para
controlar el estado redox intracelular. GPx cataliza la reduccién de especies de peréxido
que dafian las células en coordinacion con la conversion de GSH a glutatiéon oxidado
©8.93) ‘mientras que GR recicla el glutatién oxidado de nuevo a GSH 89 1o que favorece
la recuperacion efectiva de la concentracion de GSH celular en estado estacionario. Es
decir que durante o después de un ataque oxidativo inducido, el sistema de defensa
antioxidante de las células pretratadas con extracto de D. tortuosumpudieron haber
regresado mds rdpidamente a una condicién de estado estacionario, lo que reduciria la
citotoxicidad y, por lo tanto, permite que la célula se enfrente a ataques oxidativos
adicionales en condiciones que son mas favorables. Previamente en otros estudios se ha
demostrado una respuesta quimioprotectora similar sobre las enzimas de defensa
antioxidante mediante otros extractos antioxidantes en las mismas lineas celulares
(20.21,23,27,28)

El estrés oxidativo es uno de los mecanismos a través de los cuales las células
responden activando vias de supervivencia o muerte celular. Inicialmente, la célula
intenta responder al dafio oxidativo de manera positiva, pero si el dafio es muy fuerte, se
activard el mecanismo de muerte celular. En otras palabras, la alteracion de los
mecanismos oxidante-antioxidante activard los mecanismos de supervivencia-muerte

celular en las células ©®. En este estudio se ha observado que la expresién molecular de
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los biomarcadores antioxidantes SOD2 y NRF2, se alteran por efecto del t-BOOH y se
restablecen por completo con una dosis de 200 pg/mL de D. tortuosum. Asimismo, se ha
observado que biomarcadores moleculares de muerte celular como APAF1y Caspase3 se
sobreexpresan por efecto de t-BOOH, y este efecto se revierte por las diversas
concentraciones de D. tortuosum en EA.hy926 y SH-SYSY células. Por lo que podemos
concluir que el extracto de D. tortuosum tiene un efecto citoprotector antioxidante y un
efecto antiapoptético directo o indirecto (a través de mecanismos antioxidantes). En otros
estudios donde se han utilizado extractos naturales también se ha observado este efecto
de asociacidn antioxidante-antiapoptético. Es el caso del aumento de los niveles de SOD2
y la disminucién de la expresion de las proteinas BAX y Caspasa3 por efecto del extracto
de Scrophularia buergeriana en las células SH-SYSY ©>. Ademds, resulta que el género
Astragalus pudo aumentar los niveles de SOD en las células EA . hy926 . Asimismo, en
cultivos celulares se ha observado la capacidad de los extractos naturales para aumentar
los niveles de SOD y NRF2, dos moléculas implicadas en la actividad antioxidante celular
7 o la reduccién de la muerte celular por efectos oxidativos o la reduccién de la muerte
celular debido a efectos oxidantes %,

En general, la respuesta de EA.hy926 al estrés fue més constante y sélida que la
de SH-SYS5Y y el efecto protector del extracto de D. fortuosum fue mas eficiente en una
condicién de pretratamiento que en un cotratamiento. Los datos generales indican que, en
una condicién de estrés oxidativo inducido quimicamente, el tratamiento en células
endoteliales y de tipo neuronal con el extracto de D. tortuosum rico en compuestos
antioxidantes reduce los efectos de t-BOOH sobre la viabilidad celular y la produccion
de ROS. Asimismo, se ha observado que existe una importante asociacion entre la
expresion de moléculas antioxidantes y la disminuciéon de moléculas que inducen la
muerte celular. Esta respuesta bioquimica inclusiva evocada por el extracto bioactivo

podria explicar sistemdticamente la citoproteccion endotelial y neuronal observada.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El extracto de D. tortuosum es rico en compuestos fendlicos con capacidad antioxidante.

Se identificaron: flavonoides, acidos fendlicos, acidos linoleicos, entre otros, por medio

de UHPLC/MS.

El extracto de D. ftortuosum contribuye a la citoproteccion de células endoteliales
EA.hy926 y neuronales SH-SY5Y sometidas al dafio oxidativo por t-BOOH, a través de
la regulacion de la viabilidad celular, los niveles de ROS y los biomarcadores moleculares
de la muerte celular por estrés oxidativo, siendo la concentraciéon de 200 pg/mL la de

recuperacion mayor.

Se puede concluir que el tratamiento de EA.hy926 y SH-SYSY con el extracto de D.
tortuosum presenta efecto antioxidante de las células estudiadas tras el desafio oxidativo,

mediante el ensayo DCFH-DA tanto en el cotratamiento como el pretratamiento.
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El extracto de D. tortuosum permitid revertir la expresion molecular de los genes SOD2
y NRF2, en ambos tipos celulares, los cuales se evaluaron por PCR. Se demostré que los

tratamientos con extracto en mayor concentracion presentan una reduccion significativa

al efecto del t-BOOH.

El extracto de D. tortuosum en concentraciones de 50, 100 y 200 pg/mL permitieron
revertir la expresion molecular de los genes relacionados con muerte celular APAFI1 y
Caspasa3, en ambos tipos celulares, los cuales se evaluaron por PCR, y se sobreexpresan

por efecto del t-BOOH.

CAPITULO VII. RECOMENDA CIONES

En base a los resultados y las conclusiones a las que se llegé en el presente estudio se

puede sugerir:

Efectuar ensayos con extractos de mayor concentracion, que permitan establecer un nivel
seguro del efecto citoprotector del D.tortuosom. Asimismo, considerar nuevas lineas
celulares como patrones de estudio, por ejemplo, las hepéticas, ya que este érgano es uno

de los més susceptibles a efectos adversos de los xenobidtico.
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Realizar mayores estudios que corroboren los resultados obtenidos en el presente estudio,
de manera que ratifique los efectos demostrados, los cuales podrian servir para desarrollar

una alternativa natural frente a la exposicion de agentes citotoxicos.
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