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1. RESUMEN 

 
Los radicales libres (RLS) resultan del metabolismo de la célula así como de 

procesos extracelulares. Los RLS ejercen algunas funciones necesarias para el 

mantenimiento de la homeostasis celular. Cuando estos se producen en cantidades 

superiores a las normales, pueden dañar al ADN lo cual se ha implicado en 

mutagénesis y carcinogénesis. Estudios científicos sugieren que muchos fitoquímicos 

dietéticos pueden desempeñar papeles importantes como agentes quimiopreventivos 

en la prevención de muchas enfermedades, incluyendo el cáncer. 

 
El propósito de este estudio fue realizar un aislamiento dirigido a la 

identificación de compuestos antirradicales y/o  quimiopreventivos de los extractos 

metanólicos de Spirulina maxima y  Hedeoma drummondii. Para determinar la 

actividad antirradical se utilizaron los análisis de reducción de DPPH y de ABTS y el 

análisis de poder antioxidante férrico reductor (FRAP), también fue determinado el 

contenido de fenoles y flavonoides  totales. El extracto metanólico de H. drummondii 

demostró el efecto antirradical  más eficiente. El fraccionamiento dirigido del 

extracto crudo permitió la identificación de tres compuestos activos identificados 

como los ácidos: clorogénico, rosmarínico y caféico. 

 
La actividad antiproliferativa de los extractos crudos de ambas especies fue 

examinada en líneas celulares de cáncer  de mama y cercvicouterino (MCF-7 y 

HeLa, respectivamente) y una línea celular normal (Vero), todos los extractos 

demostraron selectividad contra las células tumorales, nuevamente, el extracto 

metanólico de H. drummondii fue el más activo; el extracto crudo, las fracciones 

polares y los compuestos antirradicales de este exhibieron citotoxicidad significativa.   

 
El efecto antigenotóxico de los compuestos antirradicales fue investigado 

usando el análisis de cometa en rebanadas de riñón de hámster. A concentraciones no 

citotóxicas los ácidos fenólicos (AF) previnieron el daño al ADN inducido por estrés 

oxidativo. 

 
En conclusión, los AF aislados de  H. drummondii protegen eficientemente al  

ADN contra la genotoxicidad inducida por el HgCl2 e inhiben el crecimiento de las 

células cancerosas probadas. El efecto quimiopreventivo de los AF puede estar 

relacionado con su capacidad antirradical.  
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1. ABSTRACT 

 

The free radicals (FRS) result from cell metabolism as well as from 

extracellular processes. FRS exerts some functions necessary for cell homeostasis 

maintenance. When produced in excess they can damage to the DNA which has been 

implied in mutagenesis and carcinogenesis. Scientific studies suggest that many 

dietary phytochemicals may play important roles as chemopreventive agents in 

prevention of many diseases, including cancers.  

 
The purpose of this study was to realise an isolation directed to the 

identification of the antiradical and/or chemopreventive compounds of the 

methanolics extracts from Spirulina maxima and Hedeoma drummondii, in order to 

determine the antiradical activity was used the DPPH and ABTS reduction assays 

and the ferric reducing-antioxidant power (FRAP) assay, total phenolic and flavonoid 

content were determined too. The MeOH extract from H. drummondii showed the 

most efficient free radical scavenging effects. The assay-guided fractionation of the 

crude extract allowed the identification of three major active constituents identified 

as: chlorogenic, caffeic and rosmarinic acid.     

 
The antiproliferative activity from crude extracts of both species were 

examined in cancer cell lines of mama and cervix (MCF-7 and HeLa, respectively) 

and a normal cell line (Vero), all extracts showed selectivity against tumor cell lines, 

again, the methanolic extract of H. drummondii was the most active; the crude 

extract, polar fractions and antiradical compounds of these, exhibited significant 

cytotoxicity.  

 
The antigenotoxic effect of antiradicals compounds were investigated using 

the comet assay in precision cut hamster kidney slices. At non cytotoxic 

concentrations of the phenolics acids (PA) prevented the DNA damage induced by 

oxidative stress. 

 
In conclusion, the PA isolation from Hedeoma drummondii efficiently 

protects DNA against genotoxicity of HgCl2 damage and inhibited the growth of 

cancer cell lines probed. The chemopreventive effects of PA it is may be relation 

whit your radicals scavenging capacity.  
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Un radical libre es una especie química que tiene en su estructura uno o más 

electrones desapareados, lo que lo convierte en un compuesto altamente inestable y 

con gran capacidad de formar otros radicales libres por reacciones químicas en 

cadena (Halliwell, 1993, Ballester, 1996). Los radicales libres se sintetizan 

fisiológicamente en el organismo humano como parte del metabolismo energético, la 

reducción parcial de la molécula de oxígeno puede generar especies  reactivas de 

oxígeno como el hidroperóxido de hidrógeno (H2O2), superóxido (O2-.), 

hidroperóxilo (HO2.) e hidroxilo (.OH) (Hogg, 1998); los óxidos de nitrógeno: óxido 

nítrico (.ON) y dióxido nítrico (NO2.) son asimismo radicales libres (Lancaster, 

2006). La definición de radical libre también incluye los metales de transición 

cuando éstos tienen electrones desapareados (Gutteridge et al., 1982; Simpson et al., 

1988). A concentraciones moderadas y dada su corta existencia los radicales libres 

pueden desempeñar un importante papel como mediadores en la regulación de varios 

procesos fisiológicos, sin embargo, frente a agresiones externas tales como 

infecciones, ejercicio físico extremo, dietas desequilibradas, tóxicos alimentarios y/o 

contaminantes ambientales, los radicales libres tienden a incrementarse (Dröge, 

2002, Sundaresan et al., 1995). Esto los hace notablemente peligrosos para el 

organismo ya que dañan la mayoría de los constituyentes celulares y compuestos 

bioquímicos (Cross et al., 1987); el daño a los ácidos nucleicos incluye 

modificaciones en las bases nitrogenadas, formación de aductos entre bases y 

azúcares, uniones entre timina y tirosina, roturas de la hebra de ADN y enlaces 

cruzados con otras moléculas (Beckman y Ames 1998). Si el estrés oxidativo es 

excesivo y los sistemas de reparación del ADN son insuficientes, se pueden dañar  la 

actividad celular a nivel de metabolismo y de expresión génica y así producir 

mutagénesis y finalmente carcinogénesis (Lee et al., 2004).  
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Por otra parte, los alimentos consumidos por los humanos pueden contener  

diferentes antioxidantes naturales que pueden contribuir al refuerzo de las defensas 

naturales del organismo. Así, los efectos beneficiosos derivados del consumo de 

dietas ricas en alimentos vegetales han sido atribuidos principalmente a las vitaminas 

antioxidantes, los carotenoides y particularmente, a los compuestos fenólicos 

(Lampe, 1999; Prior, 2003). Los antioxidantes pueden proteger directa o 

indirectamente a las células contra los efectos adversos de numerosas drogas y 

sustancias carcinogénicas. Tienen una gran capacidad para disminuir la carga de 

radicales libres en el organismo y desempeñan una importante función para la 

prevención de numerosas patologías como problemas cardiovasculares, 

enfermedades degenerativas e incluso el proceso de envejecimiento (Bendich, 1990).  

 

El té y las infusiones herbales son una fuente importante de compuestos 

fenólicos en la dieta, sin embargo,  su investigación se han centrado principalmente a 

las distintas presentaciones de  té negro y verde obtenidos a partir de Camellia 

sinenisi (Cooper et al., 2005a,b). Recientemente, se han comenzado a estudiar los 

extractos obtenidos de otros tés herbales; la mayor parte pertenecientes a la familia 

de las Lamiaceaes (Dimitrios, 2006), dentro de esta gran familia, en el noreste de 

México destaca Hedeoma drummondii (poleo), utilizada como condimento y como te 

herbal; de manera tradicional el poleo es utilizado para combatir los resfriados, la tos 

y como relajante (Vestal, 1952;  Rogers, 1980; González- Ferrara, 1998; Sánchez, 

1981; Estrada et al., 2007),  en investigaciones previas se ha demostrado su actividad 

antimicrobiana y antioxidante (Cantú- Cabello, 2001; Viveros- Valdez, 2004). Otra 

especie mexicana que en los últimos años ha llamado fuertemente la atención es 

Spirulina maxima, microalga  que ha sido consumida desde tiempos de los Aztecas y 

que ha mostrado gran potencial en el área de la salud, ya que ha sido comprobada su 

actividad como antiinflamatorio, antioxidante, antiviral, etc y su nula toxicidad en 

modelos murinos (Miranda et al., 1998; Chamorro et al.,  2002; Hernández-Corona 

et al., 2002). Dado el potencial de dichas especies nos planteamos comenzar un 

estudio dirigido a compuestos bioactivos antirradicales, que prevengan o retarden la 

aparición de enfermedades degenerativas como el cáncer.  
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3. ANTECEDENTES 

 

 

3.1 Radicales libres y estrés oxidativo 

 

El concepto de radicales libres se originó en el siglo antepasado, cuando por 

primera vez los químicos orgánicos observaron que ciertos grupos de átomos dentro 

de una molécula, durante las reacciones químicas, parecían saltar de una molécula a 

otra. Cuando un radical se salía de una molécula, llegaba a ser libre, de allí su 

nombre. En el año 1900,  el químico Moisés Gomber descubrió el primer radical 

libre, el radical trifenilmetil mostrado en la figura 1 (Petruševski y Najdoski, 2004). 

 

Figura 1. Radical trifenilmetil 

 

Los radicales libres son átomos o grupos de átomos que tienen un electrón 

desapareado por lo que son muy reactivos ya que tienden a secuestrar un electrón de 

moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica, con base en 

esta definición, son radicales libres la molécula de oxígeno, el átomo de hidrógeno y 

los metales de transición (Halliwell, 1993; Gutteridge et al., 1982). Una vez que el 

radical libre ha conseguido el electrón que necesita para aparear su electrón libre, la 

molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre, por quedar 

con un electrón desapareado, iniciándose así una reacción en cadena. La vida 

biológica media del radical libre es de microsegundos; pero tiene la capacidad de 
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reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran daño a las 

moléculas y a las membranas celulares (Sieck, 2004). 

 

Los radicales libres son resultado de los procesos fisiológicos propios del 

organismo, como el metabolismo de los alimentos (figura 2), la respiración, el 

ejercicio o bien generados por factores ambientales como la contaminación 

industrial, el tabaco, la radiación, medicamentos, aditivos químicos y  pesticidas 

(Halliwell, 1993; Ballester, 1996; Abdollahi et al., 2004). 

 

 

Figura 2. Generación de RLS durante el metabolismo energético (Dröge, 2002).  

 

Los radicales libres juegan un papel fisiológico clave en la homeostasis, como 

es el caso del óxido nítrico sintetizado por la enzima óxido nítrico sintasa. El óxido 

nítrico participa en la relajación muscular, el control del tono vascular y varias otras 

funciones que dependen de la guanosina monofosfato cíclico (GMPc). El superóxido 

(O2¯) formado por la oxidasa NADPH controla la producción de eritropoyetina, 

participa en la relajación del músculo liso y en la transducción de señales de varios 

receptores membranales que activan funciones inmunes (El-Benna et al., 2005; 

Lancaster, 2006).  
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Los radicales libres (óxidos de nitrógeno) son generados y utilizados por 

células como los neutrófilos, los monocitos, los macrófagos, los eosinofilos y los 

fibroblastos para eliminar organismos extraños como bacterias y virus (figura 3). En 

la síntesis de prostaglandinas, también se utilizan radicales libres, del mismo modo 

que en la síntesis del colesterol y las hormonas esferoidales (Dröge, 2002). 

 

 

 

     

Figura 3. Papel de los RLS en la respuesta inmune frente a patógenos ambientales 

como barrera de defensa (Dröge, 2002).  

 

Las células han desarrollado mecanismos que las protegen del efecto nocivo 

de los radicales libres con base en un complejo sistema de defensa constituido por los 

agentes antioxidantes. Así, cuando se incrementa la producción de radicales libres, se 

activan mecanismos antioxidantes para controlar y estabilizar el ambiente redox intra 

o extracelular (Matés, 2000). Los antioxidantes se definen como aquellas sustancias 

que en bajas concentraciones, retardan o previenen la oxidación. Al interactuar con el 

radical libre, el antioxidante cede un electrón y se oxida (figura 4). Los antioxidantes 

que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos pueden 

bloquear parte de este daño debido a que estabilizan los radicales libres (Pietta, 

2000). 
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Figura 4. Un antioxidante es un donador de electrones que neutraliza o estabiliza a 

los radicales libres (Velázquez- Paniagua et al., 2004). 

 

Los antioxidantes pueden clasificarse en base a su fuente de obtención 

(García- Bacallao et al., 2001): 

 

• Antioxidantes endógenos: Se producen mediante mecanismos enzimáticos del 

organismo (superóxidodismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa, glutatión y la 

coenzima Q-). Algunas de estas enzimas necesitan cofactores metálicos como 

selenio, cobre, zinz y magnesio para poder realizar el mecanismo de protección 

celular. 

 

• Antioxidantes exógenos: son introducidos por la dieta y se depositan en las 

membranas celulares impidiendo la lipoperoxidación (vitaminas E y C, carotenos 

etc). 

 

O en base a su forma de actuar (Velázquez- Paniagua et al., 2004): 

 

 Antioxidantes primarios: estos previenen la formación de nuevos radicales 

libres, convirtiéndolos en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan 

reaccionar, o evitando la formación de radicales libres a partir de otras moléculas. 

Algunos ejemplos: 

 

• Las superóxido dismutasas (SODs) son una clase de las enzimas cercanamente 

relacionadas que catalizan el pasaje del anión de superóxido en peróxido de oxígeno 

y de hidrógeno, Las enzimas superóxido dismutasa contienen iones metálicos como 

cofactores que, dependiendo de la isoenzima, pueden ser cobre, zinc, manganeso o 

hierro (Bannister et al, 1987). 
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• Las catalasas son enzimas que catalizan la conversión del peróxido de hidrógeno en 

agua y oxígeno usando hierro o manganeso como cofactor, Esta proteína se localiza 

en los peroxisomas de la mayoría de las células eucariotas (Chelikani et al., 2004). 

 

• El sistema del glutatión incluye glutatión, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa 

y glutatión S-transferasa, estas contiene cuatro cofactores de selenio que catalizan la 

ruptura del peróxido de hidrógeno y de hidroperóxidos orgánicos que convierte el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y los peróxidos lipídicos en moléculas inofensivas 

antes de que formen radicales libres (Meister, 1988).  

 

• Las proteínas que se unen a metales y limitan la disponibilidad de hierro necesario 

para formar el radical OH•, en el caso de la tiorredoxina consiste en dos cisteínas 

vecinas, altamente conservadas que puede ciclar entre una forma activa del ditiol 

reducida y la forma oxidada del disulfuro. En su estado activo, la tiorredoxina actúa 

como un agente de reducción eficiente removiendo especies reactivas del oxígeno y 

manteniendo otras proteínas en su estado reducido (Arnér y Holmgren, 2000).  

 

Antioxidantes secundarios: estos capturan los radicales libres evitando la 

reacción en cadena. Algunos ejemplos: 

 

• La vitamina E o alfa-tocoferol. 

• La vitamina C o ácido ascórbico. 

• El beta-caroteno. 

• El ácido úrico. 

• La bilirrubina. 

• La albúmina. 

• La melatonina. 

• Los estrógenos. 

 

Antioxidantes terciarios reparan el daño causado a las biomoléculas dañadas 

por los radicales libres o bien eliminan aquellas que se han estropeado. Algunos 

ejemplos: 
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• Las enzimas reparadoras del Ácido Desoxirribonucleico (ADN) como las 

endonucleasas, exonucleasas, las metionina sulfóxido reductasa etc. 

 

Como ya se ha demostrado los radicales libres se utilizan para gran cantidad 

de procesos fisiológicos, desde el crecimiento y proliferación hasta la diferenciación 

y  muerte celular. Debido a su relevancia en la fisiología celular y a la gran cantidad 

de condiciones que alterna la producción y regulación de los radicales, se ha 

advertido que muchas de las patologías humanas tiene su origen en una alteración del 

balance o de la regularon de dichos radicales (Finkel y Holbrook, 2000). Cuando la 

producción de radicales libres aumenta  en forma descontrolada y supera a las 

barreras antioxidantes se genera estrés oxidativo implicado en daño celular,  

bioquímico y molecular (figura 5).  

 

 

 

Figura 5. Alteraciones causadas por RLS. 

 

Diversas enfermedades crónicas se han relacionado con el estrés oxidativo 

entre ellas (Dröge, 2002; Konigsberg- Fainstein, 2008):  

 

• Ateroesclerosis: Peroxidación de lípidos en las partículas de LDL  

• Cáncer: Daño del ADN. 

• Cataratas: Modificaciones irreversibles en las proteínas. 

• Cuadros Inflamatorios Crónicos: Activación de genes relacionados con la respuesta 

inflamatoria. 

• Enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer etc): Los radicales libres 

atacan a las neuronas produciendo la oxidación de lípidos, proteínas y ADN, lo que 

se traduce en la muerte neuronal. 
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                3.1.1 Radicales libres y Cáncer 

 

Desde el punto de vista celular y molecular, un tejido canceroso presenta 

varias características comunes, como lo son incremento en la proliferación y 

autonomía celular, deficiencia en la apoptosis, diferenciación y metabolismo 

alterado, inestabilidad genómica, inmortalización celular y por último, metástasis e 

invasión. Los factores de riesgo reconocidos para el desarrollo de neoplasias 

incluyen los factores hereditarios o genéticos y ambientales ya sea químicos, físicos, 

biológicos o bien por  alteraciones fisiológicas (Konigsberg- Fainstein, 2008).  

 

La tasa de mutaciones celulares, en condiciones normales, es baja, pero, se 

incrementa cuando los genes y proteínas que detectan y reparan al ADN dañado son 

inactivados. Se sabe que los mecanismos celulares encargados de la eliminación de 

estos “errores” se encuentran inhibidas o atenuadas en las células tumorales. Por lo 

que la supervivencia de las células mutadas y el posible sobrecrecimiento de estas 

poblaciones se relaciona con el desarrollo y propagación de cáncer (Matés y 

Sánchez-Jiménez, 2000).  

 

En relación con lo anterior, los radicales libres dañan de forma severa al 

ADN, por ejemplo es bien conocido que el 1O2, (ONOO-) y el OH· interaccionan con 

las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos siendo el producto principal la 8- 

hidroxiguanina (8-OH-G) (figura 6), la cual puede hacer puentes de hidrogeno con 

una adenina en vez de una citosina  y la 8- hidroxiadenina con guanina en vez de 

timina, si bien este es el principal mecanismo mediante el cual los radicales libres 

dañan el ADN, existen otro blancos como lo son: daño a las azucares, 

entrecruzamiento del ADN y ruptura de la cadena (Valko  et al., 2006). 

 

 

 

Figura 6. Modificación de guanina por RLS (Valko  et al., 2006). 
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La modificación química directa al ADN es solo uno de los mecanismos a 

través de los cuales el estrés oxidativo genera mutaciones. Por ejemplo se sabe que la 

oxidación de lípidos genera productos como malondialdehido y aldehidos 

insaturados, que se pueden unir al ADN para generar aductos mutagénicos, mientras 

que el  daño oxidativo a las ADN polimerasas y enzimas reparadoras de ADN puede 

disminuir y/o retardar el proceso de reparación lo que llevaría a un aumento de 

errores en la replica del ADN conduciendo a mutaciones puntuales, las cuales pueden 

activar oncogenes e inactivar genes supresores de tumores y en consecuencia, el 

inicio de neoplasias y tumores ver figura 7 (Matés y Sánchez-Jiménez 2000; Valko  

et al., 2004, 2005, 2006).  

 

 

Figura 7. Mecanismos inductores de cáncer mediados por RLS (Matés et al., 2002). 

 

Por lo anterior es fundamental una regulación celular eficiente. En los últimos 

años se ha estudiado como estas regulaciones son afectadas por el estrés oxidativo, 
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enfocándose en diversos procesos celulares involucrados en la transcripción, 

duplicación, recombinación y reparación del daño al DNA. Una regulación 

epigenética eficiente logra una división celular libres de errores, permitiendo así la 

estabilidad genómica y una transmisión correcta de generación en generación celular 

(Valko et al., 2005; Konigsberg- Fainstein, 2008).  

                     

    3.1.2 Carcinogénesis y estrés oxidativo. 

 

Una vez que se ha iniciado la modificación oxidativa del ADN, los radicales 

libres toman mayor relevancia como moduladores de la promoción de los tumores. 

Básicamente, la promoción tiene que ver con la activación de las vías de señalización 

que controlan la proliferación celular, ciclo celular, apoptosis o síntesis de proteínas 

de protección, como lo son las proteínas antioxidantes o las de choque térmico 

(Valko et al., 2004). 

 

Los radicales libres no solo intervienen en la formación y promoción de 

tumores, se ha observado que también juegan un rol en la inducción de metástasis, ya 

que las vías más importantes para la diseminación de las células cancerosas, son los 

vasos sanguíneos y linfáticos; el ataque por radicales libres a las células endoteliales 

causa la liberación de proteasas que pueden con posterioridad, degradar la membrana 

basal. Esta acción se asocia con la generación de compuestos químicos que atraen a 

las células tumorales.  En estudios experimentales se ha observado un aumento del 

número de células tumorales retenidas por la pared vascular y su migración hacia el 

subendotelio después de la acción de radicales de oxígeno (oxigenación hiperbárica), 

cuatriplicándose el número de metástasis obtenidas (Malins  et al., 1996; Hussain et 

al., 2003; Liu et al., 2006).  

 

Así mismo, la angiogénesis constituye uno de los procesos de gran 

significación en el desarrollo y posterior difusión de las células tumorales. Los 

radicales libres generados durante los breves episodios de hipoxia-reoxigenación de 

las células del endotelio microvascular humano, causan  la activación del factor de 

transcripción nuclear (NF-Kappa B), acelerando significativamente el grado de 

morfogénesis tubular o neovascularización que define este proceso (Das, 2002). 
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              3.2 Agentes Quimiopreventivos 

 

Las hipótesis sobre la participación de las radicales libres en numerosas 

patologías, entre ellas el cáncer, ha condicionado que muchos investigadores 

propongan el uso de los antioxidantes  como tratamiento (Kelloff et al., 1996), tal 

vez la evidencia más contundente en cuanto a la relevancia de estos agentes 

(glutatión, catalasas, vitaminas y compuestos fenólicos) sea el efecto protector que 

han demostrado experimentalmente al actuar en la inhibición del inicio, promoción y 

propagación del cáncer (Conney, 2003).    

 

La evidencia epidemiológica sugiere que el consumo de frutas y verduras 

reduce el riesgo de cáncer y enfermedad cardiovascular. La hipótesis es que esto se 

debe a la presencia de compuestos denominados como antioxidantes dietarios, que 

protegerían al organismo de las enfermedades crónicas (Prior, 2003). 

 

El término “quimioprevención” se refiere en oncología a la utilización de 

fármacos, productos naturales, nutrientes u otras sustancias biológicas para inhibir, 

disminuir o revertir la carcinogénesis, y que pueden ser aplicados en cualquier 

momento del proceso carcinogénico incluyendo el tratamiento a pacientes que han 

superado con éxito el tratamiento de un tumor maligno primario, pero que están con 

riesgo de sufrir una recaída (Kelloff et al., 1996, 2006). Estas sustancias se utilizan 

en oncología como coadyuvantes a las terapias clásicas, como radio y quimioterapia, 

ya que mejoran la eficacia terapéutica, y muestran menor toxicidad  (Sarkar y  Li, 

2006; Bode et Dong, 2006).  

 

Una de las áreas más prometedoras para el desarrollo de quimiopreventivos se 

fundamenta en la posibilidad de modular los sistemas de óxido-reducción (redox) y 

antioxidantes del organismo (Roberfroid 2002). Por esta razón, en la actualidad 

muchos tratamientos alternativos tienen como finalidad incrementar el aporte de 

antioxidantes naturales en la dieta. En este contexto, la adición de extractos vegetales 

ricos en compuestos fenólicos ha sido propuesta como una estrategia factible en el 

campo de investigación y desarrollo de nuevos compuestos bioactivos aislados y 

concentrados para su uso como suplementos, alimentos nutracéuticos o funcionales 

(Larrosa et al., 2002; Psczcola, 2003). 
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Recientes investigaciones sugieren que combinado las terapias 

convencionales para tratar el cáncer (radioterapia, quimioterapia, etc.) con  

quimioprotectores dietéticos [p.e genisteina, indole-3-carbinol (I3C), curcumina, 

epigallocatechin-3-gallate (EGCG), resveratrol, etc]  (figura 8) conllevan a un 

tratamiento mucho más eficaz y específico, los compuestos dietéticos  ejercen 

actividades  antitumorales regulando  diversos caminos de señalización de la célula. 

Por lo tanto, combinando con terapias comunes pudieran ejercer una acción sinérgica 

además de disminuir la toxicidad sistémica causada por quimioterapias o 

radioterapias al disminuir las dosis y/o frecuencia de estas (Sarkar y Li, 2006; 2007). 

 

 

 

Figura 8. Estructura química de diversos quimioprotectores. 

 

En relación con la anterior se ha demostrado que un pretratamiento con 

genisteína (15 a 30 µM) potencialaza el efecto inhibitorio de los antineoplásicos de 

uso común como el cisplatino, docetaxol, doxorubicina y gemcitabina contra células 

cancerosas de próstata, mama, páncreas y pulmón (Li et al., 2005).  Hwang et al., 

(2005) reportaron que la combinación de la genisteína con 5- fluorouracil (5-FU) 

indujeron un efecto apoptótico sinérgico en células HT-29 de cáncer de colon 

fármaco resistentes, Tanos et al., (2002) demostraron que la genisteína (1 a 10 

µg/mL) inhibe el crecimiento displásico y malignidad epitelial de células de cáncer 
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de mama además de mostrar  un efecto sinérgico/aditivo junto con el tamoxifen, así 

mismo, se observo que la genisteína y sus isoflavonas análogas protegieron del daño 

inducido por el tamoxifen mediado por P450. 

 

La curcumina otro quimioprotector  ha mostrado efecto sinérgico inhibiendo 

el crecimiento celular de cáncer colorrectal (Lev-Ari et al., 2005), también 

incrementó el efecto antitumoral del cisplatino, doxorubicina y taxol en células de 

cáncer hepático (HA22T/VGH), cérvico (HeLa) y ovárico (SKOV3) (Chan et al, 

2003; Notarbartolo  et al., 2005).  El quimioprotector EGCG también mostró efecto 

sinérgico junto con el tamoxifen esto en células de cáncer de mama MDA-MB-231 

(Chisholm et al., 2004), también se ha demostrado que el resveratrol aislado de las 

uvas pude sensibilizar a células de linfoma no-Hodgkin y  mielomas múltiples para 

su tratamiento con paclitaxel (Jazirehi y Bonavida, 2004), así mismo otros 

compuestos aislados de las uvas, las proantocianidinas pueden contribuir al efecto 

antineoplásico de la desoxirubicina en células de mama (K562/DOX) fármaco 

resistentes (Zhang et al., 2005). Los compuestos de tipo  13C aislados de crucíferas, 

han demostrado mejorar la actividad del cisplatino y tamixofen en células de próstata 

(PC-3) y mama (MCF-7) (Cover et al., 1999). Estos resultados demuestran 

claramente el potencial que poseen los compuestos dietéticos al reforzar el potencial 

de las terapias antitumorales clásicas. 

 

Los mecanismos moleculares por los cuales los agentes quimiopreventivos 

efectúan un efecto sinérgico/aditivo antitumoral podrían estar, en parte, relacionado 

con la regulación del factor nuclear Β, Akt y ciclooxygenasa-2 (COX-2), que 

desempeñan papeles importantes en la supervivencia de la célula (figura 9). Los 

agentes de quimiopreventivos podrían también sensibilizar a las células cancerosas a 

apoptosis regulando varias moléculas importantes (es decir, Bcl-2, Bcl-XL, caspasas, 

p21WAF1, etc.) en el camino apoptotico (Sarkar y Li, 2006). 
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Figura 9. Blancos moleculares de los quimiopreventivos (Sarkar et Li, 2006). 

 

El efecto antimutagénico de los polifenoles presentes en las plantas,  se han 

relacionado con su capacidad para inhibir enzimas activadoras de carcinógenos y de 

inducir enzimas antioxidantes (Conney, 2003). Se ha demostrado que dosis elevadas 

de quercetina y rutina (50-100 microM) aumentan la concentración de glutatión y la 

expresión de superóxido dismutasa Cu/Zn e inhiben la actividad de catalasa en 

células HepG2. Todas las dosis de quercetina y rutina disminuyeron las especies 

reactivas de oxígeno, mientras que los polifenoles  disminuyeron la concentración de 

malondialdehido, lo cual sugiere cambios favorables en el sistema de defensa 

antioxidante (Alia et al., 2006). Por otro lado, compuestos oxidantes fénolicos 

produjeron  cambios en la expresión de los genes p53, p300, Apaf-1, NF-kBp50 y 

p65 de la línea tumoral LNCaP, dando como resultado la inhibición en el crecimiento 

de estas células (Narayanan et al., 2002).  

 

Debido a la posibilidad real que existe de encontrar  nuevos compuestos 

bioactivos asilados de productos naturales, nos propusimo estudiar a Hedeoma 

drummondii y Spirulina maxima, conocidas comúnmente como poleo y espirulina 

respectivamente, las cuales son dos especies consumidas en México, consideradas 

candidatas para la búsqueda de quimiopreventivos. 
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3.3  Hedeoma drummondii  (Poleo)  

 

Pertenece a la familia Lamiaceae que también es conocida como labiadas o 

plantas aromáticas, comprende 200 géneros y 3.200 especies, son dicotiledóneas, sus 

flores tienen corolas bilabiadas, simétricas y bilaterales poseen cinco pétalos y el 

ovario súpero esta compuesto por dos carpelos fusionados, sus  hojas son simples, 

opuestas y decusadas, sin estípulas. Dentro de esta gran familia existen géneros que 

han sido poco investigados, tal es el caso del genero Hedeoma; este genero 

comprende alrededor de 43 especies de hierbas perennes y subarbustos distribuidos 

desde Canadá hasta Uruguay (Irving, 1980),  

 

La familia Lamiaceae ha sido intensamente investigada por sus propiedades 

antioxidantes lo cual está en relación con su contenido de compuestos fenólicos 

(flavonoides, taninos, ácidos fenólicos etc), muchas especies pertenecientes a hasta 

familia son utilizadas con fines medicinales y/o gastronómicos, dentro de estas 

destaca el estudio de especies utilizadas comúnmente por la población mexicana 

como: “albahaca” (Ocimum basilicum L.), “orégano” (Origanum vulgare L.), 

“tomillo” (Thymus vulgaris L.), “menta” (Mentha piperita L.), “romero” 

(Rosmarinus officinalis L.) y  “salvia” (Salvia officinalis L.), Zgórka y Głowniak, 

(2001). 

 

Hedeoma drummondii es una especie endémica de Norteamérica, es pequeña, 

aromática y con olor característico a menta, tiene hojas enteras opuestas, tallo 

erguido así como flores color lavanda en las axilas de las hojas superiores (Estrada  

et al., 2007). Se consume en forma de té, para combatir los resfriados y la  tos, como 

calmante y relajante nervioso (González- Ferrara, 1979; Sánchez, 1981). Es utilizada 

por nativos americanos como condimento en sopas y para el tratamiento de dolores y 

resfriados (Vestal, 1952; Rogers, 1980) A pesar de que esta especie es ampliamente 

utilizada por la población del noreste de México; solamente se han realizado estudios 

locales donde destaca en una investigación de plantas antioxidantes del noreste de 

México (Cantú- Cabello, 2001), así como por su actividad bactericida (Viveros- 

Valdez, 2004). Su investigación fitoquímica se ha enfocado a la caracterización de su 

aceite esencial, este se caracteriza por su alto contenido de pulegona y mentol 

(Firmage, 1981). 
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            3.4 Spirulina maxima (Espirulina) 

 

S. maxima es un alga filamentosa unicelular que contiene abundante cantidad 

de proteínas, vitaminas, aminoácidos, minerales y otros nutrientes (Chamorro et al., 

2002). Se considera como "el alimento del futuro" en países donde la alimentación 

tradicional no proporciona en cantidad suficiente y equilibrada  los factores 

necesarios para la salud (Belay, 2002). 

 

La espirulina ha atraído la atención debido a que se ha comprobado que posee 

actividad antioxidante. Manoj et al. (1991) reportaron que el extracto alcohólico 

inhibió la peroxidación lipídica hasta en un 65%, en comparación con antioxidantes 

sintéticos tales como α-Tocoferol (35%), BHA (45%) y β-caroteno (48%). En otro 

estudio se encontraron dos fracciones en el extracto acuoso de Spirulina sp, que 

poseen capacidad para capturar radicales hidroxilados a bajas concentraciones, 

inhibiendo además la oxidación de lípidos (Zhi-gang et al., 1997). Mientras que 

Miranda et al., (1998) demostraron que los extractos metanólicos de S. maxima 

poseen actividad antioxidante in vivo e in vitro; estas propiedades se atribuyen 

principalmente a su contenido de ácidos grasos omega-3 y omega-6, betacaroteno, α–

tocoferol, ficocianina, compuestos fenólicos y a un complejo denominado CA-

Spirulan (CA-SP) (Chamorro et al., 2002). 

 

Se ha demostrado mediante experimentos tanto in vivo como in vitro su 

inocuidad y efectividad en el tratamiento de algunos tipos de alergias, anemia, 

cáncer, hepatotoxicidad, inmunodeficiencias, enfermedades virales y procesos 

inflamatorios además de  reducir el daño genotóxico inducido por hidrazida del ácido 

maleico y por ciclofosmamida (Salazar et al., 1998; Chamorro et al., 2002; Ruiz- 

Flores et al., 2003; Chamorro-Cevallos et al., 2008).   

 

Torres- Durán et al., (1998) determinaron que los trigliceroles hepáticos en 

ratas tratadas con tetratcloruro de carbono fueron significativamente más bajos 

cuando se les administró una dieta de S. maxima con respecto a ratas no tratadas con 

esta alga. Hernández- Corona et al., (2002) demostraron la actividad antiviral del 

extracto acuoso de S. maxima al inhibir el crecimiento del virus del Herpes simplex 
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tipo-2 el virus de la pseudorabia, el citomegalovirus humano y Herpes simplex tipo-

1. Otros autores intoxicaron  ratones con benzo-α-pireno y 7,12 dimetilbenzo-α-

antraceno y establecieron que S. platensis induce actividad de enzimas de fase II, 

implicadas en la destoxificación de compuestos carcinogénicos, pero también, y de 

manera significativa, de enzimas antioxidantes (Dasgupta et al., 2001).  

 

Existe un número creciente de indicadores que sugieren efectos 

anticancerígenos de los carotenoides presentes en Spirulina sp. Este es el caso, de la 

actividad sobre tumores epiteliales orales inducidos experimentalmente con 7,12-

dimetilbenz-α-antraceno (DMBA) (Schwartz et al., 1987). La protección contra el 

cáncer ha sido atribuida a los componentes con actividad antioxidante, entre los que 

se encuentra el β-caroteno, uno de los principales carotenoides implicados en el 

sistema de defensa contra los radicales libres (Fedkovic, et al., 1993). 

 

Es muy probable que Spirulina sp promueva mecanismos de 

quimioprotección, tales como la inducción de la capacidad celular para reparar el 

daño en el DNA, así como aumento en la actividad antioxidante a través del 

atrapamiento de radicales libres y otros mecanismos celulares y extracelulares (De 

Flora, 1997).   
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACIÓN E 

IMPORTANCIA 

 

Un número cada vez mayor de estudios epidemiológicos han demostrado la 

estrecha relación que existe entre el consumo de antioxidantes tales como 

flavonoides, carotenoides y glucosinolatos con la disminución de factores de riesgo 

de contraer cáncer, enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades crónicas. 

Debido a que la prevención de enfermedades crónicas constituye una mejor 

estrategia que su tratamiento, reducir el riesgo de enfermedades se  ha convertido en 

una prioridad en los sistemas de salud de todos los países. Una de las herramientas 

mas prometedoras para este fin es el uso de agentes quimiopreventivos. 

Considerando que el cáncer es una de las  principales causas de mortalidad en 

nuestro país, y que las terapias antineoplásicas son poco selectivas, así como 

generadoras de estrés oxidativo que complican su tratamiento o bien desencadena 

otras patologías; consideramos que es importante investigar  compuestos bioactivos a 

partir de especies tales como Hedeoma drummondii (Poleo) y Spirulina maxima 

(Espirulina) que pudiera prevenir y/o  retardar la aparición de cáncer, o bien que 

actúen sinergísticamente con los antineoplásicos de primera línea una vez detectado 

el cáncer. Las especies aquí planteadas son consumidas por la población mexicana y 

poseen potencial para la búsqueda de compuestos bioactivos,  sin embargo los 

estudios científicos acerca de sus actividades biológicas y aislamiento de compuestos 

activos son escasos. Por lo cual proponemos una búsqueda sistemática a la 

identificación de los compuestos antirradicales/antioxidantes que pudieran inhibir el 

crecimiento de células de cáncer de mama y cervicouterino y al mismo tiempo 

proteger  del daño inducido por estrés oxidativo. 
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5. HIPÓTESIS  

 

Hedeoma drummondii y Spirulina maxima  presenta actividad antirradical y 

poseen actividad antineoplásica selectiva  hacia células cancerosas. 

 

 

6. OBJETIVO GENERAL  

 

Determinar la actividad antirradical y antineoplásica  de extractos  de 

Hedeoma drummondii y Spirulina maxima e identificar el o los compuestos activos. 

 

       6.1 Objetivos Específicos 

 

1. Obtener los extractos polares (metanólicos) de Hedeoma drummondii y 

Spirulina maxima mediante maceración con agitación continua. 

 

 2. Identificar la presencia o ausencia cualitativa de grupos funcionales en los 

extractos crudos mediante reacciones químicas específicas, con la finalidad de dar 

una idea preliminar sobre el potencial de cada uno de los extractos. 

 

3. Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los 

extractos crudos mediante extrapolación con curvas estándares, el contenido de 

ambos grupos químicos esta estrechamente relacionado con su actividad 

antirradical/antioxidante dado la estereoquímica que caracteriza a estos grupos para 

la donación de protones. 

 

4.- Evaluar la actividad antirradical del los extractos mediante las técnicas de 

aceptación de protones ABTS y DPPH, así como su poder reductor mediante el 
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ensayo FRAP, el uso de estas técnicas permitirá elegir al candidato idóneo para el 

posterior fraccionamiento e identificación de compuestos activos. 

 

5.- Fraccionar el extracto óptimo, dirigido a compuestos que neutralicen al 

radical libre DPPH, esto mediante particiones liquido/liquido y técnicas 

cromatográficas como CC, CCD y CLAR.    

 

6.- Identificar  el o los compuestos  antirradicales mediante la comparación de 

sus datos espectrofotométricos de ultravioleta (UV) y de resonancia magnética 

nuclear (RMN) con los obtenidos en bases de datos. 

 

7.-Determinar el efecto del extracto, particiones y compuestos activos sobre 

el crecimiento de las líneas celulares neoplásicas humanas MCF-7 (carcinoma 

mamario) y HeLa (cáncer cervicouterino), así mismo sobre la línea celular normal 

Vero (riñón de mono verde) cuantificado espectrofotométricamente mediante la 

reducción de sales de tetrazolio mediada por enzimas mitocondriales. 

 

8.- Determinar el efecto antigenotoxico de los compuestos antirradicales 

utilizado un  modelo ex vivo (rebanadas de riñón), esto mediante la técnica de 

cometa. 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

       7.1 Material Biológico  

       

7.1.1 Poleo (Hedeoma drummondii, Lamiaceae)   

 

Figura 10. Fotos de Hedeoma drummondii. 

 

Se colectó en el municipio de Allende - Nuevo León, (México) mediante un 

muestreo aleatorio al azar en un área de 100 x 100 m,  entre los meses de Mayo/Julio 

de 2005 en la localidad del Fraile. Su identificación corrió a cargo de la Dra. Marcela 

González Alvarez  del herbario de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL 

(número de voucher: 024244).   

 

Reino: Plantae 

    Subreino: Tracheobionta 

                División: Magnoliophita 

                     Clase: Magnoliopsida 

                           Subclase: Asteridae   

                                  Orden: Lamiales   

                                       Familia: Lamiaceae 

                                             Genero: Hedeoma  

                                                  Especie: H. drummondii  
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7.1.2 Espirulina (Spirulina maxima, Oscillatoriaceae)  

 

 

Figura 11. Fotos de Spirulina maxima. 

 

Se utilizó una presentación comercial procesada en la Escuela Nacional de 

Ciencias Biológicas del IPN, la cual fue donada por el Dr. Germán Chamorro, dicha 

especie se colecto de manera aleatoria completamente al azar, la identificación 

taxonómica corrió a cargo de la Dra. Catalina Mendoza González del herbario del 

Colegio Nacional de Ciencias Biológicas del IPN (número de voucher: 12584). 

 

Reino: Eubacteria  

      Filum: Cyanobacteria    

             Clase: Myxophyceae    

                      Orden: Hormogonales    

                               Sub orden: Homocystineae  

                                          Familia: Oscillatoriaceae   

                                                  Genero: Spirulina 

                                                        Especie: S. maxima 

 

 

     7.1.3 Líneas Celulares. 

 

Los modelos de células en cultivo representan una herramienta muy  útil en la 

evaluación de la eficacia de fármacos y sustancias de distinto origen. En el presente 

proyecto se utilizaron dos líneas celulares provenientes de tumores humanos: la línea 

celular de carcinoma mamario (MCF-7, ATCC HTB-22) y cervicouterino (HeLa, 

ATCC CCL-2), así como la línea celular normal de riñón de mono verde  (Vero, 
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ATCC CCL-81), esto para determinar la selectividad de los extractos y compuestos 

activos.  

 

Las líneas tumorales se cultivaron en medio esencial mínimo de Eagle 

(MEM) suplementados con 10 % de suero fetal de bovino (SFB),  mientras que las 

células Vero se cultivaron en medio M-199 con 4 % de SFB. Se mantuvieron a  37 

ºC en frascos de cultivo de poliestireno, en atmósfera húmeda con 5% de CO2. En 

ambos medios se utilizó una mezcla de antibióticos compuesta por penicilina y 

estreptomicina (200, 000 UI: 0.5 g; 1mL/1L de medio)  

 

           7.1.4 Hamsters dorados  (Mesocricetus auratus) 

 

Se utilizaron animales machos jóvenes de peso entre 80-90 g obtenidos del 

bioterio del Centro de Investigación Biomédica del Noreste (IMSS), Monterrey- 

México. Los animales fueron colocados en jaulas de policarbonato, con acceso libre 

a alimento y agua. Los experimentos fueron realizados siguiendo las guías 

institucionales sobre el manejo y cuidado de animales de laboratorio establecidas 

internacionalmente. 

 

          7.2 Extracción del Material Vegetal  

 

Para H. drummondii se realizó una extracción con metanol (MeOH) por la 

técnica de maceración a temperatura ambiente con agitación continua. Se extrajo un 

kilo del  material vegetal con tres litros de solvente en un agitador, cambiándose el 

solvente cada 24 horas durante tres días consecutivos, posteriormente, el extracto se 

filtró usando papel filtro Whatman No. 1, al filtrado se le eliminó el solvente 

utilizando un rotavapor con temperatura y presión reducida. 

 

Para  S. maxima, se siguió la misma metodología descrita anteriormente solo 

que en esta ocasión,  el solvente se separó por centrifugación a 800 rpm, se 

obtuvieron dos extractos metanólicos, uno convencional y otro más  que se desgrasó 

con éter etílico.   
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7.2.1 Pruebas Químicas para Grupos Funcionales 

 

Los extractos se sometieron a pruebas químicas con el fin de conocer la 

presencia o ausencia de grupos funcionales.  

 

Prueba de Salkowski: Se adicionó a la muestra (1-2 mg en 1 mL de 

cloroformo) 1 mL de ácido sulfúrico, desarrollando colores amarillo o rojo, para 

esteroles y metilesteroles.  

 

Prueba de Shinoda: Para compuestos de tipo flavonoides; 1.0 mg de la 

muestra se disolvió  en etanol y se añadieron unas limaduras de magnesio, se calentó 

a 60°C y después se añadieron unas gotas de HCl por las paredes. Se consideró 

positiva con la aparición de colores naranja- rojo, rosa, azul o violeta.  

 

Prueba de Ácido Sulfúrico: Para flavonoides. Una pequeña cantidad de 

muestra se disolvió en ácido sulfúrico concentrado y se consideró positiva si se 

observaron coloraciones amarillo para flavonas y flavonololes, naranja- guinda para 

flavonas; rojo- azulosos, para chalconas.  

 

Prueba de Baljet: Para sesquiterpenlactonas. Se utilizaron 2 soluciones que se 

mezclaron en volúmenes  iguales antes de usarse, la solución A), un gramo de ácido 

pícrico en 100 mL de etanol; solución B), 10 g de hidróxido de sodio en 100 mL de 

agua. La prueba se consideró  positiva cuando se desasrrolló una coloración naranja 

o roja obscura.  

 

Prueba de Dragendorff: Modificación de Munier y Machelobuf. Para 

alcaloides. 

 

Solución A: Se disolvieron 0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10 

mL de ácido acético glacial y 40 mL de agua. 

 

Solución B: Se disolvieron 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua. 
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El reactivo se preparó mezclando 5 mL de solución A), 4mL de solución B) y 

100 mL de agua. La prueba se consideró positiva para alcaloides al dar la placa 

coloración roja o naranja, persistente por 24 h.  

 

Prueba de Permanganato de Potasio: Para dobles enlaces. Se preparó una 

solución de permanganato de potasio al 2% en agua, se disolvieron 0.2 mg de 

muestra en agua, acetona o metanol después se tomó en un capilar y se le agregó la 

solución de permanganato de potasio. La prueba se consideró positiva al producirse 

decoloración del reactivo.  

 

Prueba de cloruro férrico: Para oxhidrilos fenólicos. Se disolvió una pequeña 

cantidad de muestra en etanol y se añadió una gota de solución de cloruro férrico en 

agua (2.5%), la aparición de una coloración o precipitado rojo, azul, violeta o verde 

se consideró como positiva.  

 

Prueba de 2,4- Dinitrofenilhidracina: Para grupo carbonilo. En un tubo de 

ensayo se disolvieron 50 mg de 2,4- dinitrofenilhidracina en 1mL de etanol caliente. 

Se agregaron 50 mg del compuesto carbonílico y se calentó a baño María por 10 a 15 

minutos; se dejó en reposo y luego se enfrió a baño de hielo, la aparición de un 

precipitado indicó la presencia de un grupo carbonilo.  

 

Prueba de Molisch: Para azúcares. En un tubo de ensayo se colocó la muestra, 

se le añadieron 3 gotas de reactivo de Molisch y se agitó. Después se inclinó el tubo 

y se depositaron por la pared 2 mL de  ácido sulfúrico concentrado. La prueba se 

consideró positiva cuando hubo formación de un anillo coloreado en la interfase. El 

reactivo se preparó disolviendo 1gr de α- naftol en 100 mL de etanol al 95% 

(Domínguez, 1973). 

 

  7.2.3 Contenido de Fenoles y Flavonoides Totales 

 

La concentración de fenoles totales se determinó por el método descrito por 

Singleton et Rossi (1965) utilizando el reactivo de Folin- Ciocalteu, para lo cual a 

cada una de las muestras se les adicionó 250 µL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1N),  

posteriormente se añadió Na2CO3 al 20% y se dejó reposar por 2 horas. La 
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absorbancia fue medida a 760 nm. Los resultados fueron expresados en mg de ácido 

gálico por g de extracto (mg/g extracto). 

 

Para determinar el contenido de  flavonoides totales se utilizó la formación 

del complejo flavonoide-AlCl3 en medio metanólico (Chang et al., 2002), a cada uno 

de los muestras se le adicionaron 1250 µL de agua destilada y después se adicionó 75 

µL de NaNO2 al 5% posteriormente se adicionaron 150 µL de AlCl3 al 10% y se dejó 

reposar 5 minutos. Después de esto se adicionaron 500 µL de NaOH (1M) y 

finalmente se completó el volumen de cada referencia y muestra a 2.5 mL con agua 

destilada, la absorbancia fue medida a 510 nm. Los resultados fueron expresados en 

mg de catequina por g de extracto (mg/g extracto). 

 

        7.3 Evaluación de la Actividad Antirradical 

 

7.3.1 Poder Antioxidante Férrico Reductor (Ensayo FRAP) 

 

Esta técnica fue desarrollada por Benzie y Strain (1996) como método para 

cuantificar la capacidad antioxidante plasmática, aunque posteriormente ha sido 

aplicado a otras muestras biológicas. El método determina la capacidad de la muestra 

para reducir un complejo de hierro férrico a su forma ferrosa. La capacidad para 

reducir el hierro se considera un índice del poder antioxidante de la muestra. (Prior et 

al., 2005). 

 

Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras, se mezclaron 180 

µL de la solución FRAP [buffer acetato, pH 3.6: TPTZ (ferroustripiridiltriazina) 10 

mM en HCl 40 mM: FeCl 20 mM,  10:1:1] y  20 µL del extracto, posteriormente se 

registró  la absorbancia a 595 nm. Los resultados se expresan como mM de FeSO4 

(forma reducida del Fe III). 

 

     7.3.2 Secuestro del radical ABTS 

 

El ensayo del  ácido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolín-6-sulfónico) (ABTS) 

está basado en la captación por los antioxidantes del radical catión ABTS• generado 

en el medio de reacción. El radical catión del ABTS posee una coloración verde con 
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un máximo de absorción a 415 nm y una serie de máximos secundarios de absorción 

a 645, 660, 734, 815 y 820 nm (Re et al., 1999).  La generación del radical ABTS• 

por reacciones químicas, se hace reaccionando  persulfato potásico con  2,2’-azo-bis-

(2-amidinopropano) (ABAP).  

 

Una vez formado el radical ABTS• se diluyó  con etanol hasta obtener un 

valor de absorbancia de 0,700 ± 0,100 a 754 nm (longitud de máxima absorción). 

Ciento ochenta microlitros de la dilución del radical ABTS•, se mezcló con 20 µL de 

la muestra  y se determinó la absorbancia a 754 nm a 25 ºC. El resultado se expresa 

como la Capacidad Antioxidante Equivalente en Trolox (CAET o TEAC por sus 

siglas en ingles). 

 

     7.3.3 Captura del radical DPPH 

 

Este método se basa en la reducción del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo 

(DPPH•) por los antioxidantes de la muestra. El radical es estable y tiene una 

coloración púrpura que se pierde progresivamente cuando se añade la muestra 

conteniendo sustancias antioxidantes.  

 

Para este ensayo se siguieron dos vías, primero se calculó la CAET del 

extracto, para lo cual se realizó una curva con trolox y la segunda vía calculando la 

concentración efectiva media (CE50, µg/mL), esto para dar seguimiento al 

fraccionamiento dirigido: en microplacas de 96 pozos se colocaron diferentes 

concentraciones de cada muestra con DPPH (2 mg/L) disuelto en metanol, se dejó 

reposar 5 min a temperatura ambiente y posteriormente se leyó la absorbancia a 520 

nm utilizando un lector de microplacas (Schmeda et al., 2003). Se utilizó como 

control positivo la catequina.  

 

7.4  Aislamiento Dirigido  

 

El extracto crudo se sometió a partición sucesiva con diclorometano (DCM) y 

mezclas de DCM-MeOH (1:1, v/v). Se tomó como base la capacidad atrapadora de 

radicales libres (DPPH) para continuar con el fraccionamiento dirigido y aislamiento 

de sus compuestos activos. Se realizaron fraccionamientos por permeación en gel 
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Sephadex LH-20, utilizando columnas de 60.5 x 5 cm, utilizando mezclas de MeOH-

H2O. El análisis de los patrones cromatográficos de las fracciones obtenidas se 

realizó por cromatografía en capa delgada o TLC, por sus siglas en ingles (Merck,  

silica gel 60 F254) eluidas en el sistema: acetato de etilo: ácido acético: acido fórmico: 

agua, (100:10:10:30), usando como revelador ácido difenil bórico disuelto en 

metanol al 0,5 % p/v. Las manchas fueron visualizadas bajo luz UV (365 y 254 nm). 

Las fracciones obtenidas con Rf similar fueron combinadas y concentradas a 

sequedad total en un rotavapor. Aquellas fracciones con mayor actividad atrapadora 

de radicales libres fueron sometidas al aislamiento de sus componentes por 

cromatografía liquida de alta resolución (CLAR o HPLC por sus siglas en ingles) 

utilizando un equipo HPLC-DAD Merck-Hitachi (LaChrom, Tokio, Japan) equipado 

con una bomba L-7100, un detector UV con arreglo de diodos L-7455 UV y un 

cromatointegrador D-7000, de forma analítica se utilizó una columna Phenomenex, 

Torrence C18-RP (250 x 4,60 mm d.i., 5 µm) y de forma semipreparativa una Merck 

Lichrospher C18-RP (250 x 25 mm i.d., 7 µm). Los compuestos fenólicos 

mayoritarios fueron monitoreados a una longitud de onda de 254 nm, entre 200 y 400 

nm. El gradiente de elución se hizo con agua-1 % ácido fórmico (solvente A) y 

MeOH (solvente B) a un flujo de 1 mL/min de forma analítica y 5 mL/ min de  forma 

semipreparativa. 

 

   7.4.1 Identificación de  Compuestos  

 

 Las estructuras de los compuestos fueron determinadas usando técnicas de 

RMN de 1H mayoritariamente. En caso necesario se midieron otros parámetros como 

RMN bidimensional y espectroscopia de UV.  Se realizó una comparación de datos 

con aquellos publicados con anterioridad.  

 

Resonancia magnética nuclear (RMN): Los espectros de RMN  fueron 

obtenidos en un espectrómetro Bruker a 400 MHz para 1H. Para realizar las 

mediciones se utilizó metanol deuterado (MeOH-d4). Los valores de desplazamiento 

químico (δ) se expresaron en ppm. En caso necesario se utilizaron programas de 

correlación bidimensional 
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Espectroscopia ultravioleta/visible: Los espectros ultravioleta (UV) y visible 

se midieron en un espectrofotómetro Heλios α V-3.06 UV/VIS de doble haz. Como 

disolvente se empleó metanol. Los valores de longitud de onda (λ) se expresan en 

nm. 

 

Cromatografía de gases acoplada a espectroscopía de Masas (CG.EM): la 

fracción aromática de H. drummondii se sometió a CG-EM con el fin de identificar a 

los compuestos mayoritarios, se utilizó un equipo Perkin-Elmer AutoSystem con 

columna Quadrex 007.5MS, (30 m, 0.25 mm, film D.I. 250 µm). Utilizando gas 

Helio como acarreador y flujo de 50 mL/min. Tiempo total de corrida de  45 min 

utilizando un  EM: PE Turbomass full scan 40 a 400 uma, EI+ (centroide). 

 

7.5 Evaluación de la Actividad  Antiproliferativa  

 

      7.5.1. Ensayo MTT 

 

Para el tamizaje preliminar de los extractos crudos se realizó el ensayo de 

MTT  [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)] que se basa en la 

reducción de esta sal mediada por las enzimas succinato deshidrogenada 

mitocondrial y formación de cristales de formazán, los cuales se disuelven en alcohol 

isopropilico acidificado, determinándose la viabilidad celular  midiendo  el cambio 

de la absorbancia a 545 nm (Mosmann, 1983). 

 

Para el ensayo se utilizaron microplacas de 96 pozos donde se colocaron  

5000 células por pozo, después de  24 h se incubaron las líneas celulares con 

diferentes concentraciones de los extractos por periodo de 48 h,  después de este 

tiempo se realizó el ensayo de MTT descrito a continuación: una vez decantado el 

medio de cultivo se agregaron 100 µL de una mezcla de MTT (2 mg/mL): PMS (3.5 

mg/mL) a razón 5:1, se incubó 75 min, transcurrido el tiempo se decantó el reactivo 

y lavó cada pozo con 200 µL de solución salina balanceada de Hank’s, 

posteriormente se disolvieron los cristales de formazán (morados) en alcohol 

isopropílico ácido (0.04M) y se leyó a 545 nm, se relacionó directamente la 

absorbancia con viabilidad celular.  Se realizaron  tres ensayos independientes con 

seis repeticiones cada uno,  los resultados se calcularon con probit, donde se expresa 
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como la  concentración inhibitoria media (CI50)  en µg/mL. Como control positivo de 

muerte celular se utilizó tritón X-100 al 0.5% y como control negativo medio de 

cultivo este mismo se utilizo para disolver los extractos.  

 

                 7.5.2. Ensayo WST-1 

 

Para los  ensayos de proliferación restantes (fracciones y compuestos activos) 

se eligió continuar con la técnica de WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)- 2-(4-nitrophenyl)-

2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) que si bien también se  basan  en la 

reducción de sales por enzimas succinato deshidrogenada mitocondrial, los cristales 

son solubilizados  en el medio de cultivo (Ishiyama et al., 1995), evitando lavados, lo 

que se traduce en un manejo más eficiente de los cultivos, del tiempo y de reactivos.  

 

Para el ensayo WST-1 se siguió la misma metodología descrita anteriormente 

(para MTT), al concluir el tiempo de incubación de las células con las muestras se 

añadieron 10 µL del reactivo por pozo, se incubó la microplaca 90 min a 37 °C e 

inmediatamente después se leyó a 450 nm. Se corrieron  tres ensayos independientes,  

los resultados se calcularon con probit, expresados como la concentración inhibitoria 

media (CI50)  en µg/mL. Como control positivo se utilizó tritón X-100 al 0.5% y 

como control negativo medio de cultivo este mismo se utilizo para disolver las 

muestras. 

 

7.6 Determinación del Efecto Antigenotóxico (Ensayo Cometa) 

 

Para determinar el efecto protector de los compuestos antirradicales se utilizó 

el ensayo cometa, este consiste en cuantificar el daño inducido al ADN de células  

incluidas en agarosa, lisadas en condiciones fuertemente alcalinas y luego sometidas 

a electroforesis a pH alcalino, de manera que los rompimientos inducidos en el 

núcleo se desplacen en dirección al ánodo, formando una cola de cometa, que se 

visualiza mediante fluorescencia (Singh, 1988).  

 

Para determinar el efecto protector de los compuestos activos se utilizó HgCl2 

para generar estrés oxidativo e inducir daño al ADN esto en un modelo ex vivo de 

rebanadas de riñón. El ensayo se realizó de la siguiente manera: se sacrificaron 
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hámsters dorados (Mesocricetus auratus) con una sobredosis de pentobarbital sódico 

vía intraperitoneal, el riñón se colectó en buffer Krebs-Bicarbonato (118 mM NaCl, 

25 mM NaHCO3, 1.2 mM KH2PO4, 4 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.8 mM CaCl2 y 

11.1 mM D-glucosa,  pH 7.4), este se procesó utilizando el rebanador Brendel-

Vitron; las rebanadas obtenidas de ~6 mm de diámetro y con grosor de ~250 µm se 

incubaron en medio MEM/F12 con 0 (control) y 15 µM de HgCl2  solo y en 

presencia de los compuestos antirradicales durante 30 min, para la concentración de 

los compuestos se eligió  una concentración que capturara eficazmente los radicales 

libres (determinado por la capacidad de reducir el DPPH) pero a la vez fuese inerte 

en células normales(Vero), se eligió probar  el compuesto 1B a 3 µg/mL, el 2B a 9 

µg/mL y el 3B a 6 µg/mL. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las 

rebanadas se disgregaron en un homogenizador provisto con mango de teflón (Potter 

Elvehjem, 50 mL), en buffer de sacarosa (0.25 M Sacarosa y 1mM MgCl2), una vez 

disgregado, el material se centrifugó a 5000 rpm /10 min, la pastilla se resuspendió 

en 90 µl de agarosa de bajo punto de fusión (ABF, 0.75%), la mezcla se colocó en 

laminillas previamente tratadas con agarosa de normal punto de fusión (ANF, 

0.75%), se dejó solidificar la agarosa ABF a 4 ºC, durante 5 min  y se procedió a 

colocar una última capa de ABF, después de solidificada esta capa, las laminillas se 

colocaron en buffer de lisis (2.5 M NaOH, 0.1 M EDTA, 0.01 M Tris y Triton X-100 

al 1%, pH 10) por al menos 60 min a 4 ºC, una vez transcurrido el tiempo se 

colocaron en un buffer alcalino pH 13 (300 mM NaOH y 1 mM EDTA) durante 20 

min, después se corrió en electroforesis a 300 mV y 25 mA durante 20 min, 

transcurrido el tiempo las laminillas se neutralizaron con buffer Tris 0.4 M, pH 7.5 y 

se deshidrataron con alcohol etílico, por último las laminillas se tiñeron con 20 µL (5 

µg/mL) de bromuro de etidio y se examinaron  en un microscopio de fluorescencia 

equipado con un filtro de excitación de 515-560 nm. Para cada concentración fueron 

analizadas 25 células con un programa computarizado de análisis de imágenes 

(CASP, http://casp.sourceforge.net/)  tomando en cuenta el momento de  Olive 

(MO): 
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Que es la relación entre la distancia desde el centro de gravedad de la cabeza 

(CGH) al centro de gravedad de la cola (CGT) y el porcentaje de ADN en la cola 

%ADNT (Collins, 1996; Mayne, 2003; Konca, et al., 2003). Entre mayor sea el 

Momento de Olive (MO), el daño implicado al ADN es mayor y viceversa.  

 

7.7 Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico se realizo utilizando el paquete estadístico FAUANL 

versión 2.5. Se capturaron los datos y de esta manera se construyó la base de datos, 

incluyendo las variables obtenidas de los parámetros evaluados durante el diseño 

experimental, en el cual para cada uno de los parámetros analizados se realizaron tres 

experimentos independientes con seis repeticiones con cuando menos tres dosis de 

las muestras.  

 

    7.7.1 Variables de Estudio 

 

        7.7.1.1  Variables Dependientes 

 

Se consideraron variables dependientes a la proliferación celular de las 

diversas líneas celulares, a la neutralización del radical libre DPPH y al momento de 

olive de los cometas formados en rebanas de tejido. 

 

          7.7.1.2  Variables Independientes 

 

 Variables explicativas o predictivas ya que son responsables de la forma en 

que se comportarán las variables dependientes, es decir, la concentración y tipo de 

extracto (s), fracción(es) y/o compuesto(s).  

 

    7.7.2 Análisis descriptivo  y relación entre variables 

 

Las variables en estudio fueron sometidas a una evaluación para verificar que 

presentaran una distribución normal mediante los tests de Kolmogorov-Smirnov y el 

valor de Kurtosis, este ultimó presento un valor de tres, junto con lo anterior, se 
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analizo las medidas de tendencia central (media aritmética) y medidas de dispersión 

(desviación estándar). 

 

La relación entre las variables inicialmente se estableció por medio de una 

análisis de correlación, utilizando el coeficiente de Pearson (r2), posteriormente se 

calculo la Concentración Inhibitoria media (CI50)  de las muestras sobre el 

crecimiento de las líneas celulares, esta  representa la concentración que causa la 

inhibición al 50 % de la población experimental en un tiempo determinado (48 horas) 

fue de tipo estático, los organismos se expusieron sin la renovación de las diluciones 

sometidas en el ensayo,  posteriormente se realizo una transformación probit que 

resulta de un ajuste de los datos generando una curva sigmoidal que al ser sometida a 

una transformación logarítmica, logra una linealización de la misma, esto utilizando 

el programa EPA versión 1,5; este mismo principio se siguió para determinar la CE50 

en los ensayos de secuestro de radicales DPPH, esta estiman la concentración efecto 

media (CE50), la cual es la concentración de la sustancia de prueba que causa un 

efecto al 50% de la población experimental, al cabo de un tiempo determinado, para 

esto se utilizó la transformación de los datos obtenidos, siguiendo el principio 

anteriormente señalado. En el análisis del núcleo de células individuales (cometas), 

los núcleos dañados se observan como una imagen, donde la cola está formada por 

los fragmentos rotos de DNA, se realiza un análisis de las imágenes en el software 

CASP se analizaron su normalidad, media y desviación estándar. 

  

La media de las concentraciones a las cuales se observo la efectividad media 

de las muestras (efecto antiproliferativos y secuestro de radicales DPPH), así como la 

media de los momentos de olive se sometieron a un análisis de varianza ANOVA 

(una vía) y test de Tuckey (Tukey Honestly Significant Difference, HDS) para el 

estudio comparativo de sus medias. Se tomo como diferencia significancia una          

p < 0.05 que exista entre los tratamientos. 

 

 

 

 

 

 



 37  

7.8 Estrategia Experimental 
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8. RESULTADOS 

 

       8.1 Estudio fitoquímico 

 

En este trabajo se investigó la actividad antirradical/antioxidante de Hedoema 

drummondii y Spirulina maxima,  la primera especie es consumida como  te herbal  

en México y como condimento en sopas por nativos americanos (Estrada et al., 2007; 

Rogers, 1980) y la segunda los aztecas la comían en cantidades pequeñas con 

tortillas y también  la utilizaban para condimentar el maíz en lugar de la sal 

(Mondragón, 1984). El tamizaje fitoquímico preliminar y rendimiento de los 

extractos se muestran en la tabla No. I, destacando la presencia de  flavonoides y 

oxidrilos fenólicos, ya que estos compuestos poseen una estructura química 

especialmente adecuada para ejercer una acción antioxidante. Poseen anillos 

aromáticos con sustituyentes hidroxilos lo que les permite actuar como donadores de 

hidrógeno o electrones, o atrapadores de radicales libres (Skerget et al., 2005); el 

contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los extracto se realizó por 

extrapolación con curvas realizadas con estándares (figura 12).  

 
TABLA No. I 

Rendimiendo y tamizaje fitoquímico preliminar.     

  

MHD: extracto metanólico de  H. drummondii; MSM: extracto metanólico de S. 

maxima;  MSLG: extracto metanólico libre de grasas de S. maxima); (-) =Ausencia, 

(+) = Presencia  
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 8.2 Determinación de la actividad antirradical 

 

Existen numerosos métodos para cuantificar la actividad antioxidante total, 

los cuales se han aplicado a diferentes muestras biológicas. Estos métodos se basan 

generalmente en la captación o secuestro de radicales libres generados en la mezcla 

de reacción (O2 •-,•OH, ROO•, ONOO-, etc.), mientras que otros están basados en la 

reducción de iones metálicos tales como el Fe3+ o el Cu2+ (Sánchez-Moreno 2002; 

Schlesier et al., 2002; Prior et al., 2005). 

 

 

 

Figura 12. Curvas de estándares para flavonoides y fenoles totales. 

 

En la tabla No. II se muestra la actividad antirradical que presentaron los 

extractos polares de las muestras. Una medida común para  determinar el potencial 

antioxidante de las muestras es calculando el CAET (capacidad antioxidante 

equivalente a trolox), así mismo se determinó el poder reductor mediante el ensayo 

FRAP, este  es capaz de detectar compuestos con un menor potencial redox y por lo 

tanto se considera un método adecuado para evaluar la capacidad de los 

antioxidantes para modular el tono redox de células y tejidos (Griffin y Bhagooli, 

2004) (figura 13). 
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TABLA No. II 

Contenido de  fenoles totales, flavonoides totales y actividad antirradical.                         

 

 Media de tres ensayos independientes ± DE. 

 

En la tabla anterior se puede observar que la capacidad antirradical esta 

plenamente relacionada con el contenido de fenoles y flavonoides totales, esto se 

observa claramente en  S. maxima ya que el extracto que previamnte se desgrasado 

aumento su contenido de fenoles y por ende su actividad antirradical. 

 

8.3 Fraccionamiento dirigido y purificación de compuestos activos 

 

Otra medida para calcular y comparar la actividad antirradical/antioxidante de 

muestras vegetales es mediante la concentración efectiva media (CE50), utilizando la 

captura del radical DPPH, considerándose como buenos candidatos  las muestras o 

compuestos con   CE50 ≤ 50 µg/mL. Dado los resultados obtenidos se seleccionó  el 

extracto  metanólico de H. drummondii (CE50 de  25.12 µg/mL), ver tabla IV, como 

candidato para realizar un fraccionamiento sistemático para  a la identificación de sus 

compuestos antirradicales,  esto mediante particiones líquido/líquido y métodos 

cromatográficos, las particiones insolubles fueron las mas activas. En la figura 14 se 

observan los “pools” en que se organizaron las subfracciones obtenidas de 

cromatografías en Sephadex LH-20 (MeOH:H20, 1:1, isocrático) de la partición 

insoluble en DCM:MeOH (1:1, v/v).  
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Figura 13. Curvas de estándares de los ensayos DPPH, ABTS y FRAP. 
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Figura 14. Cromatoplaca de las fracciones obtenidas de la fracción insoluble 

(DCM;MeOH) del extracto metanólico de  H. drummondii, revelada con ácido 

difenilbórico (0.5%). 

 

De las subfracciones obtenidas (A →E), la mas activa fue la subfracción B, a 

partir de esta se logró aislar y purificar tres compuestos activos (figura 15). 

 

   

Figura 15.  Cromatograma de la subfracción B del extracto metanólico de                            

H. drummondii. 
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Dada la coloración azul fluorescente presentada por los compuestos de la 

subfracción B en la cromatoplaca revelada con ácido difenil bórico (figura 14) se 

consideró que pudiera tratarse de ácidos fenólicos, los cuales junto con compuestos 

de tipo flavonoide se caracterizan por su actividad antirradical/antioxidante, 

presentando  estos últimos coloraciones amarillo- naranja cuando se utiliza el mismo 

revelador. Tomando en cuenta lo anterior, se determinó que en las subfracciones D y 

E  y en menor medida en la C, se encuentran compuestos fenólicos y flavonoides. Lo 

anterior resultó muy interesante y se procedió a  profundizar en la investigación 

fitoquímica de la especie, con ello,  se purificaron dos compuestos de la subfracción 

D mediante cromatografía preparativa de alta resolución (figura 16) y uno más 

mediante precipitación con MeOH a -10 ºC; las demás subfracciones (C y E)  nos se 

trabajaron dado el poco material que se disponía para procesarlas.  

                     

Figura 16. Cromatógrama de la subfraccion D del extracto metanólico de                   

H. drummondii. 

 

En la tabla III se presentan las condiciones en que se efectuaron las corridas 

cromatografícas en CLAR, para ambas subfracciones:  
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TABLA No. III 

Condiciones de corrida para las subfracciones de MHD. 

 

 

Continuando con el estudio fitoquímico de H. drummondii, la fracción 

soluble en DCM, se sometió a cromatografía en sílica gel 60 (70-200 µm), utilizando 

gradientes de éter de petróleo (EP) y acetato de etilo (AcEt), la fracción aromática        

(70:30, EP: AcEt) se sometió a cromatografía de gases acoplada a espectroscopía de 

masas (CG-EM, figura 17), para la identificación de los compuestos se compararon 

sus espectros de ES con los proporcionados por la biblioteca del equipo. 

 

 

Figura 17. Cromatógrama de la subfracción aromática del extracto metanólico de                

H. drummondii. 
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En la figura 18 se presenta un diagrama esquemático que resume la forma en 

que se llevó a cabo el estudio fitoquímico de H. drummondii, incluyendo el rastreo 

sistemático al aislamiento de los compuestos antirradicales/antioxidantes.   

 

 

 

Figura 18. Diagrama del estudio fitoquímico de H. drummondii y aislamiento 

dirigido utilizando la captura del radical DPPH. 
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    8.4 Estructuras de los compuestos identificados en el extracto metanólico de           

H. drummondii 

 

A continuación se detallan las señales, estructuras y nombres de los 

compuestos aislados e identificados a partir del extracto metanólico de                      

H. drummondii:  

 

Compuesto 1B (ácido cafeíco): RMN-1H (MeOH-d4); 6.23( d, H7), 7.05 (d, 

H2), 6.95 (dd, H6); UV= 242, 300 (H), 325 max; tR = 19 min (CLAR-C 18). Estas 

señales concuerdan con los reportados por Kumaran y Karunakaran, 2007 y Sun et 

al., 2006. 

                                   

                                     

 

Compuesto 2B (ácido clorogénico): RMN-1H (MeOH-d4); 2.03(m, H5), 

2.15(m, H3), 4.15 (dd, H1), 6, 28 (d, H8´), 6.78(d, H5´), 6.99 (dd, H6´), 7.6(d, H7´); 

UV= 243, 300 (H), 325 max; tR= 29 min (CLAR-C18). Esto concuerda con los datos 

reportados por Kumaran y Karunakaran, 2007. 
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Compuesto 3B (ácido rosmarínico): RMN-1H (MeOH-d4); 2.99 (dd, H7´β), 

3.09 (d,H8´), 6.60 (d, H7), 6.68 (d, H6), 6.75 (s, H2´), 6.91(d, H6), 7.13 (d, H5´), 

7.21(s, H2); UV= 242, 319 max; tR= 37.57 min (CLAR-C18). Concuerdan con los 

datos reportados por Kumaran y Karunakaran, 2007 y Lu y Foo, 1999. 

 

               

 

Compuesto 1D (sideritoflavona): RMN-1H (MeOH-d4); 7.57 (dd, H6´), 

7.55(d, H2´), 6.95 (d, H5´), 6.69 (S, H3), 4.06, 3.98, 3.96 (S, OMe) . Estas señalas 

concuerdan con los datos reportados por Kuhn et al., 1994. 

                                   

Compuesto 2D (ácido ρ-hidroxibenzoico): RMN-1H (MeOH-d4) 6.88 (d, 

H6,2), 7.78 (d, H 5,3);  tR= 21.8 min (CLAR-C18). Estos datos concuerdan con las 

reportadas por Cho et al., 1998. 
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Compuesto 3D (luteoina 7- O - glucosa): RMN-1H (MeOH-d4) 3.17-3.41 

(m, H glucosa), 3.49 (d, H 5´´), 3.91 (d, H1´´), 5.07 (d,H6), 6.49 (s, H3), 6.9 (d, H5´), 

7.33 (d, H2´), 7.39 (dd, H6´). UV= =255, 265 (H);  tR= 31.8 min (CLAR-C18). Los 

datos concuerdas con los publicados previamente por Parejo et al., 2004. 

                 

 

Mentol: EM-IE m/z 156 [M]+; 41(91), 43(69.7), 71(100), 81(54.5),  95(60.6), 

96(21.2), 123(15.2), 138(12.1), 139(3). tR= 16.9 min (CG-EM).  

 

                                                               

 

Pulegona: EM-IE m/z (%): 152 [M]+; 41(62.5), 53(28.1), 67(96.9), 81(100), 

82(39.4), 95(21.2), 109(45.5), 137(21.2), 152(47.5), 153(9.4). tR= 16.9 min (CG-

EM).  
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Estragol: EM-IE m/z (%):41(18.8), 50(31.3), 51(56.3), 52(18.6) 63(46.9), 

77(90.6), 79(47), 105(65.6), 117(53.1), 133(37.5), 147(56.3), 148(100), 149(12.5). 

tR= 20.6min (CG-EM).                          

 

  

12-metil tetradecanoato de metilo: EM-IE m/z (%): 256 [M]+;43(78.1), 

55(43.8), 57(21.9), 74(100), 75(18.8), 87(59.4), 97(9.4), 143(9.4), 171(6.3), 199(6.3), 

227(9.4), 239(6.3). tR= 36.3 min (CG-EM). 

                     

Linolato de  metilo : EM-IE m/z (%): 292 [M]+; 41(100), 55(72.7), 67(75.8), 

93(36.4), 95(30.3), 108(15.2), 121(9.4), 135(6), 236(3,3). tR= 39.9 min (CG-EM).  

 

                     

 

 

8.5 Efecto antiproliferativo 

 

Hasta ahora la investigación se ha enfocado al estudio fitoquímico y 

aislamiento dirigido de compuestos antirradicales/antioxidantes, sin embargo varias 

publicaciones han relacionado la actividad secuestradora con efecto antineoplásico 

(Conforti et al., 2007; Delgado- Saucedo et al., 2008).  Por este motivo investigamos 

el efecto antiproliferativo del extracto, particiones polares y compuestos 

antirradicales de H. drummondii contra células provenientes de cáncer mamario 

(MCF-7) y cervicouterino (HeLa), se utilizó la línea celular normal Vero para 



 50  

determinar la selectividad, la viabilidad celular se calculó mediante el ensayo de 

WST-1 (figura 19). Como se mencionará más adelante, los extractos de S. maxima 

no presentaron actividad antioxidante en las condiciones estudiadas en el presente 

trabajo, sin embargo poseen efecto antiproliferativo. En la tabla No. IV, se observan 

las CE50 y  CI50 de las muestras de   H. drummondii, en donde se puede ver que a 

mayor actividad antirradical, mayor  actividad antiproliferativa, en todos los casos, 

con excepción del ácido clorogénico, se observó un efecto significativamente 

selectivo hacia las células cancerosas.   

 

TABLA No. IV 

Actividad antirradical y antiproliferativa de H. drummondii. 

      

 

 

F1:Insoluble en DCM; F2: Insoluble en DCM:MeOH; NA: No analizado; Media de 

tres ensayos independientes ± DE,  Tukey  p ≤ 0.05. 

 

 



 51  

 

Figura 19. Ensayo de WST-1 con los compuestos activos de H. drummondii vs 

células MCF-7; C(-): medio de cultivo; C(+): tritón X-100 al 0.5%.  

 

Si bien los extractos polares de S.maxima no mostraron actividad antirradical 

relevante, destaca la marcada selectividad que mostraron contra las líneas celulares 

cancerosas probadas (tabla No. V),  acentuándose en el extracto que previamente se 

desgraso (MSLG).  

 

TABLA No. V 

Actividad antirradical y antiproliferativa de S.maxima. 

 

 Media de tres ensayos independientes ± DE,  se considero la concentración máxima 

de 1500 µg/mL para el análisis estadístico, Tukey  p ≤ 0.05. 
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8.6 Efecto Antigenotóxico de los Compuestos Antirradicales 

 

Para determinar el efecto protector de los compuestos antirradicales aislados 

de H. drummondii  se utilizó HgCl2 (15 µM) como generador de estrés oxidativo e 

inductor de daño al ADN mediante el ensayo cometa, esto en un modelo ex vivo de 

rebanadas de riñón de hámster dorado. En la figura 20 se observan los cometas y el 

rango de daño visualizando la longitud de su “cola”  y en la figura 21 el analisis de 

estas en el programa CASP. Como se mensiono anteriormente la longitud del cometa 

esta directamente proporcional al daño ocasionado al ADN.  

 

  

 

Figura 20. Escala de daño al DNA visualizado en el ensayo cometa.  

 

 

 

Figura 21.   Cometa obtenido a partir de una rebanada expuestas a 15 µM de HgCl2 

analizada com el programa CASP.  
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.  

En la figura 22  se puede observar como los compuestos antirradicales 

protegieron al tejido (rebanadas de riñón) del daño gentóxico, siendo el más activo el 

compuesto 1B (figura 23), se puede observar claramente la relación entre actividad 

antirradical y efecto protector, así el compuesto 1B resulto mejor que el compuesto 

3B y este a su vez mejor que el 2B, si bien no hay diferencia significativa entre estos 

dos últimos cabe señalar que se utilizó la mita de compuesto 3B para producir el 

mismo efecto que el compuesto 2B. 

 

 Figura 22. Actividad protectora de los compuestos antirradicales; 1B [3µg/mL], 2B 

[9 µg/mL], 3B [6 µg/mL]; los datos representan la media de 25 celulas por 

tratamiento ± DE, Tukey  p ≤ 0.05.  

 

 

 

Figura 23. Cometas formados en rebanadas de riñón expuestas a: A = Control (+) 

(HgCl2, 15 µM); B = Control (-) (MEM/F12); C = HgCl2 (15 µM) + 3µg/mL del 

compuesto 1B. 
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9. DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo se investigó el potencial quimioprotector de                 

H. drummondii y de S. maxima, ambas especies consumidas por la población 

mexicana y a la cuales se les ha atribuido actividades terapéuticas relevantes. 

 

Para la obtención de los extractos se optó por utilizar el metanol, ya que en 

estudios de tamizajes etnofarmacológicos este solvente resultó ser  muy adecuado 

para la obtención de compuestos activos tanto citotóxicos como 

antirradicales/antioxidantes (Aligianis et al., 2003; Tan et al., 2005; Wan Chan et al., 

2008) cabe señalar que de S. maxima se obtuvieron dos extractos metanólicos, uno 

fue previamente desgrasado con éter etílico esto siguiendo las recomendaciones del 

trabajo previo realizado por Miranda et al., (1998).  

 

 Los datos obtenidos del tamizaje preliminar, muestran que el extracto 

metanólico de H. drummondii resultó ser mejor que los extractos obtenidos a partir 

de S. maxima, esto tomando en cuenta  su actividad antirradical y contenido de 

compuestos fenólicos;  la microalga presentó un bajo contenido de ácidos fenólicos y 

solo trazas de flavonoides, los cual se relaciona con la pobre actividad antirradical 

que presentó en las diversas técnicas utilizdas. En este trabajo se utilizaron los 

ensayos de DPPH y ABTS los cuales se basan en la donación de protones; la 

importancia de calcular el CAET por diferentes métodos es debido a que la presencia 

de color en los extractos puede provoca interferencias debido a que ciertos 

compuestos como la carotenos poseen un espectro de absorción similar al DPPH, así 

la diferencia de absorbancia entre el DPPH (520 nm) y ABTS (754 nm) nos da una 

idea más clara del potencial antirradical (Re et al., 1999;  Molyneux, 2004; 

Magalhães et al., 2008). Es importante mencionar  que la actividad 

secuestradora/antioxidante puede ejercerse por diferentes mecanismso por  lo cual en 

este trabajo utilizamos a la par el ensayo FRAP para determinar el poder reductor, ya 

que se ha demostrado que la actividad de donar electrones (DPPH y ABTS), no 
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necesariamente está ligada con la capacidad para reducir metales (Gramza-

Michałowska et al., 2008).  Continuando con nuestros resultados; los extractos 

metanólicos de S. maxima capturaron pobremente los radicales DPPH y ABTS y 

redujeron débilmente al Fe (III), esto contrasta fuertemente con los resultados 

presentados por Abd El-Baky et al., (2009), donde equiparan el poder antioxidante 

de esta especie con el de antioxidantes sintéticos como el BHT y BHA, así,  mientras 

nosotros obtuvimos valores de CE50 > 50 µg/mL en el ensayo de DPPH, los estudios 

realizados por ellos obtuvieron CE50 en el rango de 23.22 a 35.62 µg/mL, esto, 

dependiendo de las condiciones del cultivo y es precisamente este  factor que pudiera 

ser clave para la diferencia de valores antirradicales (EC50), mientras que Miranda et 

al., (1998) y Abd El-Baky et al., (2009),  hacen uso de microalgas cultivadas en 

condiciones controladas (medios definidos, temperatura constante, fotoperiodos 

establecidos, etc) y procesadas en el momento justo antes de su uso (liofilizadas), en 

nuestro caso utilizamos una especie silvestre colectada y procesada en el centro de la 

república, presentándose una serie de factores desconocidos clave, como lo son su  

traslado, envasado y demás variables que pudieron haber afectado la composición 

química de la microalga, sin descartar una posible autooxidación, esto al recordar 

que estas microalgas tienen una alto en contenido de ácidos grasos (Oliveira et al., 

1999; Colla et al., 2004). Si bien los extractos de S. maxima no secuestraron 

eficientemente radicales libres, se encontró que mostraron una alta selectividad hacia 

las células cancerosas; cabe señalar que el proceso de desgrasado permitió aumentar 

de manera importante la selectividad con una CI50 de  561.40 µg/mL para las células 

de cáncer de mama (MCF-7) y de 517.16 µg/mL para las proveniente de cáncer 

cérvico-uterino (HeLa), mientras que para las células normales la CI50 fue > 1500 

µg/mL, lo cual abre una importante ventana para la prevención y/o co-tratamiento de  

algunos tipos de cáncer  frecuentes en la población femenina (Parkin et al., 2005; 

Flores-Luna et al., 2008; Gutiérrez-Delgado et al., 2008). Es importante mencionar 

que otras investigaciones  han demostrado la actividad selectiva hacia células 

cancerosas de extractos obtenidos de algas y microalgas  (Harada et al., 1997; Tan, 

2007), así mismo es interesante señalar que Spirulina platensis, presentó actividad 

antiproliferativa sobre células HepG2 resistentes a doxorubicina (Roy et al., 2007), 

por lo tanto, considerando la cercanía taxonómica-filogenética de esta Spirulina,  es 

posible pensar que S. maxima pudiera presentar el mismo efecto biológico contra 

células resistentes a fármacos.  
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El poleo (H. drummondii L.) mostró una importante actividad 

secuestradora/antioxidante, la cual se correlaciona con su contenido de fenoles y 

flavonoides totales, es importante señalar que ya se ha demostrado la potente 

actividad antioxidante de las Lamiaceaes (Zheng y Wang 2001, Shan et al., 2005), al 

respecto, H. drummondii presentó un importante poder reductor al igual que otras 

Lamiaceaes como Melissa officinalis, Salvia officinalis, Ocimum basilicum (Szollosi 

et Szollosi Varga, 2002). 

 

El té y las infusiones herbarias son una fuente importante de compuestos 

fenólicos antioxidantes en nuestra dieta; recientemente se ha puesto gran atención a 

la capacidad secuestradora/antioxidante de muchos de los tes herbales tradicionales 

que en su mayoría forman parte de la familia Lamiaceae (Dimitrios 2006), por lo 

cual no es de extrañarse que esta familia ha sido de las más estudiadas en los últimos 

años. Como se menciono anteriormente, se observo una potente actividad 

secuestradora por parte del extracto metanólico de H. drummondi con una CE50 de 

(25.12 µg/mL), esto en la captura del radical  DPPH,  similar a las obtenidas por  

extractos alcohólicos de otras Lamiaceaes:  Galeopsis tetrahit (26.24 µg/mL), 

Leonurus cardíaca (27.27 µg/mL),  Ballota nigra (29.06 µg/mL) y superior a otras : 

Marrubium vulgare (36.69 µg/mL), Salvia halophila (67.73 µg/mL), Lamium 

maculatum (105.40 µg/mL), Ocimum basilicum (193 µg/mL), Mentha arvensis (195 

µg/mL), Orthosiphon stamineus (209 µg/mL), Coleus blumei (261 µg/mL) 

(Matkowski et al., 2008, Albayrak et al., 2008, Zakaria et al., 2008,). 

 

Debido a los buenos resultados que  se obtuvieron a partir del extracto crudo 

de  H. drummondii, se realizó un fraccionamiento dirigido a la búsqueda de sus 

compuestos antirradicales, en donde las fracciones polares fueron las más activas, es 

decir la insoluble en DCM (18.12 µg/mL) e insoluble en DCM: MeOH (1:1) (11.32 

µg/mL), a partir de esta última se obtuvieron 5 subfracciones (A → E), solo la 

subfracción B presentó una CE50 < a 10 µg/mL, de esta subfracción se purificaron 

mediante CLAR semipreprativo tres compuestos que resultaron fuertemente activos 

1B (1.56 µg/mL ), 2B (3.43 µg/mL) y 3B (2.73 µg/mL). Para identificar su estructura 

se analizaron sus espectros de UV y RMN protón, en donde el compuesto 1B, mostró 

un par de dobletes a δ 7.05 y a δ  6.95, característicos del grupo aromático, así mismo 
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presentó absorbancia a 242 nm y un “hombro” a 300 nm, los datos concuerdan con 

los publicados con Kumaran y Karunakaran, (2007) y Sun et al., (2007) con lo cual 

se identificó como  ácido cafeico, el compuesto 2B mostró multipletes a δ 2.03 y a δ 

2.15 y un doble doblete a δ 4.15, los cuales son característicos de un grupo quínico 

conjugado, esto junto con los dobletes a   δ 6. 28,  δ 6.78 y δ 7.6 y el doble doblete a 

δ 6.99,  aunado con su espectro de UV,  tiempo de retención similar a estándares y 

similitud de señales descritas por por Kumaran y Karunakaran se identificó como el 

ácido clorogénico, el espectro del compuesto 3B se caracterizó por una serie de 

dobletes  a δ 3.09,  δ 6.60 , δ 6.68,   δ 6.91 y δ 7.13 ,  un doble doblete a δ  2.99 y un 

par de singletes  a δ 7.21 y a  δ 6.75 absorbió a 242 nm con máximo de 319 nm los 

datos concuerdan con los publicados por Kumaran y Karunakaran, (2007) y Lu y 

Foo, (1999),  se asignó como el ácido rosmarínico, es importante mencionar que ya 

ha sido demostrada la potente actividad antirradical/antioxidante de los tres ácidos 

fenólicos descritos (Matsuura et al., 2003; Cheel  et al., 2005; Bektas et al., 2007; 

Kadoma et Fujisawa, 2008), mientras que los compuestos 1D y 3D dan señales 

características de flavonoides, estas tiene en común dobletes en el rango de δ 6.9 y δ 

7.33-7.55 y dobles dobletes entre δ 7.39- 7.57, característicos del anillo B; para el 

compuesto 1D se observa en la  zona alifática δ (3,86-4,09) tres singuletes 

correspondientes a los tres grupos metoxilo, los datos concuerdan con los publicados 

por Kuhn et al., 1994, se identificó como sideritoflavona, cabe señalar que este 

compuesto ha mostrado actividad antiinflamatoria (Kim et al., 2004),  mientras que 

para el compuesto 3D se encontraron múltipletes entre δ 3.17-3.41 correspondientes 

a una azúcar, dos dobletes a δ 3.49 y a δ 3.91 se relacionan con la glucosa, su 

espectro de UV absorbe a 255 nm con hombro a 265 nm, los datos concuerdan con 

los publicados previamente por Parejo et al., (2004) y por Chiruvella et al., (2007), 

se trata de la luteoina 7- O – glucosa, este compuesto mostró efecto hepatoprotector 

contra daño inducido por CCl4 (Qiusheng  et al., 2004) y antimicrobiano (Chiruvella 

et al., 2007),  el compuesto 2D dio señales típicas del ácido ácido ρ-hidroxibenzoico 

con dobletes a δ 6.88 y a δ 7.78 estos datos concuerdan con las reportadas por Cho et 

al., (1998), este compuesto ha mostrado efecto hipoglicémico y antimicrobiano  

(Peungvicha et al, 1998; Cho et al., 1998).  De la fracción aromática obtenida de la 

fracción soluble en DCM se detectaron mediante CG-EM tres monoterpenos 

aromáticos previamente descritos en la especie: mentol, pulegona y estragol 

(Firmage, 1981), estos compuestos han mostrado una  amplia actividad 
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antimicrobiana (Bagamboula et al., 2004; Duru et al., 2004; Ben Arfa et al., 2006), 

así como dos ácidos grasos esterificados.  

 

Hasta este momento, nos enfocamos a la identificación de los compuestos 

secuestradores/antioxidantes presentes en H. drummondii, sin  embargo, es de interés 

observar el posible rol quimioprotector que presentan estos, por los cual decidimos 

analizar el efecto antiproliferativo del extracto, particiones polares y compuestos 

antirradicales sobre células cancerosas, esto partiendo de la premisa de que los 

antioxidante poseen la cualidad  de inhibir el crecimiento de diversos tipos de cáncer 

y de la regresión de algunas lesiones pre-cancerosas mediante vías comunes como: 

(1) inhibición del tumor por inmuno citocinas; (2) estímulo de genes supresores, tales 

como  p53, y expresión o desregulación disminuida de oncogenes; (3) inhibición del 

angiogénesis del tumor con la inhibición de factores de angiogénesis, otros 

mecanismos parecen relacionarse con  estímulos de la diferenciación celular y la 

apoptosis resultante de las células neoplásicas  (Shklar G, 1998). Nuestros resultados 

sugieren (tabla No. IV) una estrecha relación  entre actividad antirradical y efecto 

antiproliferativo; el extracto crudo de H. drummondii fue más activo que el extracto 

polar  obtenido de otras Lamiaceaes  (Teucrium polium, Melissa officinalis, Salvia 

palestina, S. spinosa, S. sclarea y S. dominica) (Fiore et al., 2006; Nematollahi-

Mahani et al., 2007; Canadanović-Brunet et al., 2008). Por otra parte, el acido 

cafeico mostró el mayor efecto citotóxico  y selectividad hacia las células cancerosas. 

En cuanto a efectividad le siguió el ácido rosmarínico con cierta selectividad solo 

contra las células de cáncer cervicouterino, por último el ácido clorogénico no 

mostró selectividad contra ninguna de las células tumorales. Cabe señalar que este 

compuesto ha sido estudiado como posible quimiprotector ya que se ha sugerido su 

participación  en la regresión de tumores cerebrales (Belkaid et al., 2006), así mismo 

este compuesto junto con el ácido cafeico lograron inhibir la metilación inducida en 

la región del promotora  del gene de RARß en células MCF- 7. El proceso de 

hipermetilación está fuertemente implicado en el desarrollo de cáncer de mama (Lee 

y Zhu, 2006), así mismo ha quedado demostrado que el ácido cafeico  tiene la 

habilidad de inhibir la metástasis y el crecimiento tumoral de hígado (Chung et al., 

2004) y riñón (Jung et al., 2007) e inhibir el crecimiento de células de cáncer de 

mama T47D (Kampa et al., 2004); por otro lado el ácido rosmarínico tiene el 

potencial de inhibir el proceso de angiogénesis (Huang y  Zheng, 2006),  así como el 
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crecimiento de células de adenocarcinoma gástrico (MK1), melanoma murino 

(B16F10) y cervicouretino (HeLa) (Yoshida et al., 2005), es interesante señalar que 

el compuesto con mayor actividad antirradical fue también el mas citotóxico, sin 

embargo, otros autores han encontrado una débil relación entre ambas actividades 

(Kinjo et al., 2002), en el caso de nuestros experimentos al parecer el grupo catecol 

juega un papel fundamental para ambas actividades, esto mismo lo han propuestos 

otros investigadores  (Nagao  et al., 2001; Gigante et al., 2003). 

 

Siguiendo con el posible rol como quimioprotector de los compuestos 

antirradicales de H. drummondii se analizó su capacidad para inhibir o atenuar el 

daño genotóxico inducido por HgCl2; la capacidad genotoxicidad producida por 

estrés oxidativo se ha evaluado utilizando distintos procedimientos (Pérez Gastell y 

Pérez de Alejo, 2000), aunque no existe un método único y cada uno de ellos da 

cuenta en mayor o menor grado el potencial que poseen para generar daño. Sin 

embargo, las determinaciones realizadas in vitro sólo nos dan una idea de lo que 

ocurre en los seres vivos. En el caso del ensayo cometa en sus inicios se comenzó a 

estudiar con los linfocitos de sangre periférica, con el paso del tiempo se realizaron 

modificaciones y adecuaciones hasta llegar utilizar modelos  de celulares adherentes 

(Savi et al., 2006), sin embargo surgieron interrogantes sobre los resultados 

obtenidos ya que muchos de estos modelos sufren limitaciones propias de su sistema 

ya que son incapaces de metabolizar de forma adecuada algunos tóxicos, esto al 

poseer  deficiencias es sus rutas metabólicas tales como la del P450 (Aninat et al., 

2006). En este contexto, en años recientes el grupo encabezado por la Dra. Geny 

Groothuis, en Holanda,  comenzó a estudiar el potencial del modelo de rebanadas de 

tejido murino para estudiar el efecto antigenotóxico de productos naturales, este 

modelo posee ventajas sustanciales a los modelos in vitro e in vivo, como lo son: la 

capacidad para mantener la arquitectura y homogenidad celular presente en los 

tejidos, una adecuada y mas realista metabolización del tóxico y una reducciòn muy 

importante en el número  de animales  a utilizar en los experimentos (Plazar et al., 

2007, 2008). Por estos motivos, nos propusimos implementar esta técnica e 

identificar el potencial de los compuestos aislados de H. drummondii para proteger 

contra daño  generado por estrés oxidativo. 
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Por otra parte, el mercurio es ampliamente utilizado  en una gran variedad de 

procesos y sus aplicaciones incluyen aparatos médicos (termómetros, barómetros), 

aparatos eléctricos (baterías, switches, etc) y en la producción de varios productos 

farmacéuticos, por lo  que las intoxicaciones por este metal pesado son muy 

frecuentes en el ser humano. El cloruro de mercurio es un metal de transición, 

promotor de radicales libres (RLS), estos tienden a dañar los compuestos 

bioquímicas y desencadenar estrés oxidativo (Girardi y Elias 1991; Clarkson y 

Magos, 2007; Valko et al., 2005), por lo cual utilizamos HgCl2 a contracción 

subtoxica como generador de estrés oxidativo, cabe mencionar que ya se ha aplicado 

este tóxico en estudios similares (Sharma et al., 2002; Kumar et al., 2005). 

 

Para visualizar de manera más eficaz los cometas obtenidos de rebanadas, es 

imprescindible poder disgregar la rebanada,  el quipo de la Dra. Groothuis  lo realiza 

de forma manual prensando la rebanada (grosor ~100 µm) entre el porta y 

cubreobjetos donde se prepara el ensayo, sin embargo, el equipo que utilizamos no 

nos permite obtener rebanadas de 100 µm de buena calidad,  por lo que tuvimos que 

adecuar la técnica original, para esto, las rebanadas se disgregaron en un 

homogenizador de tejidos en presencia de buffer de sacarosa (Hymer y Kuff, 1964) 

para evitar que las  células liberadas se lisaran, después de esto se continúo de forma 

rutinaria la técnica para la obtención y visualización de cometas. 

 

Los resultados obtenidos (figura 22) muestran que los ácidos fenólicos de      

H. drummondii protegieron eficientemente el daño inducido  por HgCl2  (15 µM), 

siendo el ácido cafeico (1B) el que protegió de manera mas eficaz,  ya que a una 

concentración de 3 µg/mL no mostró diferencia estadísticamente significativa con 

respecto al control negativo. Cabe también señalar que ya se ha demostrado la 

actividad protectora de este compuesto contra daño inducido por paracetamol 

(Janbaz et al., 2004),  por tert-butil hidroperóxido (Lima et al., 2006), por luz 

ultravioleta (Neradil et al., 2003) y por peróxido de hidrógeno (Kang et al., 2006). 

Siguiendo con la efectividad de los ácidos antirradicales de H. drummondii, el ácido 

rosamrínico (3B)  a una concentración de 6 µg/mL y el ácido clorogénico  (2B) a 

concentración de 9 µg/mL disminuyeron significativamente el daño generado por 

HgCl2. Se sabe que el ácido clorogénico protege el daño producido por el promotor 

tumoral  TPA (Huang et al., 1988) así mismo contra daño inducido por el 
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tetracloruro de carbono (Kapil et al, 1994), por el herbicida paraquat (Tsuchiya et al., 

1996) y por hipoclorito (Gugliucci y Bastos, 2009); mientras que el ácido 

rosmarínico protege del daño causado por la aflatoxinas B1 y ocratoxina A (Renzulli 

et al., 2004),  por tert-butil hidroperoxido (Lima et al., 2006),   por  peróxido de 

hidrógeno (Lee et al., 2008) y contra daño inducido por dexorubicina (Furtado et al., 

2008), el efecto protector que mostraron estos ácidos fenólicos contra el daño 

inducido por HgCl2 al parecer  se relaciona con su actividad antirradical, esto ya lo 

han propuesto Rao y Sharma (2001) quienes encontraron que la vitamina E protege 

del daño reproductivo generado por cloruro de mercurio en ratones, mientras que 

Rao et al., (2001), encontraron que la vitamina C protege del daño genotóxico 

inducido por HgCl2 en sangre periférica, lo cual atribuyeron a la actividad 

antioxidante de la vitamina y a su naturaleza nucleofílica.  

 

Los ácidos fenólicos pudieran inhibir y/o atenuar el daño generado por estrés 

oxidativo debido a varios factores entre ellos, su poder antioxidante y también 

secuestrando los radicales antes de que causen daño, como agentes quelantes de  

iones de metales de transición se unen a estos iones y reducen su capacidad para 

generar radicales libres y por último por su capacidad de inhibir, activar o proteger  

enzimas específicas en el organismo (Ferrari y Torres, 2003; Ferrari, 2004). 
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10. CONCLUSIONES 

 

 

� Los extractos metanólicos obtenidos de S. maxima y H. drummondii inhiben 

selectivamente el crecimiento de células cancerosas MCF-7 y HeLa, 

comparado con el crecimiento de células normales Vero. 

 

� La potente actividad antirradical de H. drummondii (EC50  25.12 ± 0.7) se 

relaciona directamentre con su contenido de ácido clorogeníco, ácido 

rosmarínico y ácido caféico. 

 

� Se reportan por primera vez el aislamiento de compuestos polares que 

presentan capacidad antirradical/ antigenotóxica y antiproliferativa de           

H. drummondii. 

 

� El grupo catecol presente en los ácidos fenólicos aislados es el probable 

responsable de su actividad biológica. 

 

� La identificación y cuantificación de los compuestos de H. drummondii 

permite disponer de una herramienta útil para el  control de calidad de las 

preparaciones herbales a base de poleo. 

 

� H. drummondii es una especie con potencial quimioprotector que pudiera 

prevenir o coadyuvar en el tratamiento de padecimientos crónicos como el 

cáncer. 
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11. PERSPECTIVAS 

  

 
 
 
 

� Investigar como afectan las técnicas de cultivo, procesado (secado, molienda, 

etc.) y condiciones de almacenamiento, en el contenido de compuestos 

fenólicos y con la actividad antirradical/protectora de ambas espcies con 

enfasis en S.maxima. 

 

� Observar el posible efecto coadyúvate/sinérgico de H.drummondii y sus 

compuestos antirradicales junto con terapias clásicas en el tratamiento de 

enfermedadaes crónicas en modelos in vitro. 

 

� Analizar la efectividad de H. drummondii como quimiprotector en un modelo 

inductor de carcinogénesis in vivo. 

 

� Determinar los mecanismos moleculares mediante los cuales los ácidos 

fenólicos de H. drummondii inhiben y/o protegen contra daño inducido por 

estrés oxidativo. 
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13.  APÉNDICES 
  
       13.1 Espectros de  los Compuestos Identificados. 
 

 

 
 

Espectro de RMN 1H del compuesto 1B. 
 
 
 

 
 

Espectro de RMN 1H del compuesto 2B. 
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Espectro de RMN 1H del compuesto 3B. 
 
 

 
 

Espectro de RMN 1H del compuesto 1D. 
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Espectro de RMN 1H del compuesto 2D. 
 
 
 

 
 

Espectro de RMN 1H del compuesto 3D. 
 
 
 



 84  

 
 
 

Espectro de Masas del compuesto con tiempo de retención 16.92min (CG-EM).  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Espectro de Masas del compuesto con tiempo de retención 19.21 (CG-EM).  
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Espectro de Masas del compuesto con tiempo de retención 20.23 (CG-EM).  

 
 
 

 
 

Espectro de Masas del compuesto con tiempo de retención  36.30 (CG-EM).  

 
 

 
 

Espectro de Masas del compuesto con tiempo de retención 39.95 (CG-EM).  
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