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INTRODUCCION
Desde la aparicion del hombre hace unos 120.000-100.000 afios, este ha utilizado
las diversas especies vegetales para sus necesidades basicas como son alimento,
vestido, curar y/o aliviar enfermedades y lesiones fisicas (Maldonado et al., 2020).
Conforme a lo reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
aproximadamente el 80% de la poblacién del planeta utiliza plantas medicinales
para satisfacer o complementar sus necesidades de salud (Tello-Ortega et al.,
2020). En México, de acuerdo con la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso
de la Biodiversidad (CONABIO) crecen alrededor de 30, 000 especies de plantas de
las cuales se han registrado mas de 4, 000 especies que poseen propiedades
medicinales, lo cual representa el 15% de la flora total del pais (Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, 2021). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define a las plantas medicinales como materiales o productos derivados de plantas
con beneficios terapéuticos u otros beneficios humanos, que contienen materias
primas o ingredientes procesados de una o mas plantas (Hernandez-Pérez et al.,
2020).
Hoy en dia, en México el aprovechamiento de las plantas medicinales constituye
una practica ancestral que ha sido transmitida de generacién en generacion por las
diversas culturas establecidas en el territorio mexicano, este conocimiento se ha ido
adaptando a los contextos espacio temporales y sus poseedores son principalmente
los pueblos originarios, de manera que algunas costumbres subsisten y son
ejercidas de forma cotidiana (Chavez-Mejia et al., 2017).
Haplopappus venetus, es una planta semiarbustiva que pertenece a la familia
Asteraceae y es utilizada para tratar hemorragias (Velazquez-Vazquez et al., 2019).
En la etnobotanica también se utiliza para el tratamiento de diversos padecimientos.
Por otra parte, Andrade-Cetto & Heinrich (2005), reportan que tiene efecto
hipoglucemiante y que es usada en el tratamiento de la diabetes en México, sin
embargo, no hay datos cientificos disponibles para justificar esta afirmacion
(Hernandez-Pérez, 2020).



El cancer es la principal causa de mortalidad en todo el mundo, en el 2020 se
atribuyeron a esta enfermedad casi 10 millones de muertes. Los tipos de cancer
mas comunes son los de mama, pulmon, colon y recto y prostata (Organizacion
Mundial de la Salud, 2022). Por lo anterior, el cAncer constituye un problema de
salud a nivel mundial, ocupando un papel importante en los programas de salud
publica, asistencia médica, prevencion e investigacion.

Por esta razon es importante la busqueda de nuevos compuestos biolégicamente
activos que permitan el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de dicho
padecimiento, por lo cual el presente proyecto se centra en la evaluacién de la
actividad citotoxica hacia diferentes lineas celulares derivadas de tumores
humanos, asi como de su actividad antiinflamatoria del extracto obtenido a partir de

la planta Haplopappus venetus.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
En 2021, en México se registraron 1, 122 249 defunciones debido al cancer (Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia, 2023). La tasa de defunciones por esta causa
aumento6 de forma constante y asi mismo el nimero de pacientes que lo padecen.
Es por ello que, tomando en cuenta la gran diversidad vegetal y el conocimiento
empirico dentro de la medicina tradicional, la investigacion en productos naturales
se ha enfocado, entre otros objetivos, en la blusqueda de nuevos compuestos
quimicos, de origen natural, para el tratamiento del cancer e inflamacién. No
obstante, la planta Haplopappus venetus de la familia Asteraceae ha sido poco
estudiada tanto desde el punto de vista quimico como de sus propiedades de
actividad bioldgica, sin embargo, ha demostrado poseer actividad hipoglucemiante
y antinflamatoria (Hernandez-Pérez, 2020), por lo que, en este proyecto se propuso
evaluar la actividad citotoxica y antiinflamatoria del extracto obtenido de la planta

Haplopappus venetus.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad citotoxica y antiinflamatoria del extracto obtenido a partir de la
planta Haplopappus venetus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto organico de H. venetus.

- Determinar la actividad citotéxica del extracto organico de H. venetus en
lineas de cancer humano HelLa, MCF-7 y HCT-15.



ANTECEDENTES

Inflamacion
La inflamacién es una respuesta de los organismos a diferentes agresiones

endodgenas o0 exogenas. Tanto la respuesta inmune innata como la adquirida
intervienen en este proceso que tiene numerosos efectos locales y sistémicos.
Segun el tiempo de evolucién puede ser aguda o crénica, aunque a veces los
patrones convencionales no pueden detectar la participacion de un suceso previo
(Costa & Gonzalez, 2019).

Se caracteriza por cinco signos clinicos: rubor, calor, dolor, tumor y efectos
funcionales. Estas manifestaciones cardinales son causadas por la acumulacion de
leucocitos, proteinas plasmaticas y derivados de la sangre hacia sitios de los tejidos
extravasculares donde existe una infeccién o lesién, provocada o no por agentes

patégenos (Balusu et al., 2016).

Tipos de inflamacion
De acuerdo con la intensidad y duracion de la lesion que origine la inflamacién, se

divide en:

Inflamacion aguda
Comienza en minutos u horas y participan mecanismos de respuesta inmune innata

qgue activan la adquirida. Puede ser resolutiva eliminando el microorganismo, o
avanzar a una sepsis o Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica causado por
la infeccion. La presencia de pus en la dermis, esputo amarillento y liquido
cefalorraquideo turbio, son signos caracteristicos de una respuesta inflamatoria

aguda por algun agente (Costa & Gonzalez, 2019).



Inflamacion crénica
Tiene una duracion mayor, ya que puede persistir durante semanas, meses 0 afios

y es caracterizada por la coexistencia de inflamacion y mecanismos de reparacion
(Espafa et al., 2017). De tal manera que los mecanismos de respuesta innata
pueden participar, pero es la adquirida la que mantiene el proceso durante un tiempo
prolongado, ya que existe una infiltracion de células inflamatorias, como macrofagos
y leucocitos, en el sitio del tejido comprometido, lo que produce citocinas
proinflamatorias, factores de crecimiento y enzimas y, por lo tanto, contribuye a la
progresion del dafio tisular y la reparacion secundaria, incluida la fibrosis y

formacién de granulomas.

Mediadores inflamatorios
Los mediadores inflamatorios son sustancias quimicas enddégenas que nacen de la

activacion de células inflamatorias y que actian desencadenando o incrementando
el proceso de inflamacién. Sin embargo, las interacciones que llevan a cabo dichas
sustancias solo se comprenden de manera parcial. Los mediadores inflamatorios
liberados incluyen aminas vasoactivas como histamina y serotonina, péptidos (p.
ej., bradicinina), eicosanoides (p. ej., tromboxanos, prostaciclinas, leucotrienos y
prostaglandinas), citocinas (interleucinas (IL1, IL6 e IL8), interferones (TNF- a)),
guimiocinas, enzimas (triptasas y otras proteasas), y 6xido nitrico (NO) (Kumar, et
al., 2008).

Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre producido en macréfagos activados y que en
concentraciones elevadas participa en diversos eventos intracelulares vy
extracelulares en una amplia variedad de tejidos. Por ejemplo, tiene funciones
homeostaticas, la vasodilatacion; neurotransmision; inhibicion de la adhesion y
agregacion plaquetaria; defensa del huésped contra agentes infecciosos como
bacterias, hongos y parasitos, y destruccion de células tumorales (Kendall et al.,
2011). Ademas, el NO puede ejercer efectos perjudiciales al causar dafio celular
mediante la generacion de radicales libres reactivos como el peroxinitrito y actla

como mediador de enfermedades inflamatorias. Por tanto, la regulacion de la



produccion de NO es un objetivo importante para las enfermedades inflamatorias
(Guzik et al., 2003).

Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo heterogéneo de

farmacos que se encuentran entre los mas utilizados por su accion antiinflamatoria,
analgésica y antipirética. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), los AINEs se describen como el primer escalon para el manejo del dolor,
esto de acuerdo con la escala analgésica para el dolor oncologico, que
posteriormente se extendié al dolor crénico no maligno o también denominado no
oncoldgico, el cual usualmente no esta asociado con ninguna enfermedad y puede

durar meses o afios (Olry de Labry et al., 2021).

Los AINEs normalmente se dividen en grupos segun su estructura quimica y
selectividad: salicilatos acetilados (aspirina), salicilatos no acetilados (diflunisal,
salsalato), &cidos propionicos (naproxeno, ibuprofeno, acidos acéticos (diclofenaco,
indometacina), acidos endlicos (meloxicam, piroxicam), acidos antranilicos
(meclofenamato, acido mefenamico), naftilalanina (nabumetona) e inhibidores
selectivos de la COX-2 (celecoxib, etoricoxib). Cabe destacar que el farmaco mas
utilizado es el ibuprofeno (Ghlichloo, I., 2023).

Mecanismo de accion
Los AINEs actuan inhibiendo las enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2, que

participan en la sintesis de prostaglandinas. Las isoenzimas ciclooxigenasa COX-1
y COX-2 metabolizan el &cido araquidénico a prostaglandinas intermediarias (PGGz,
y posteriormente a PGH2), que luego se convierten en otras prostaglandinas que
son mediadoras del dolor, la inflamacion y la fiebre, y son gastroprotectoras. El
tromboxano Az provoca agregacion plaquetaria y la prostaciclina produce
vasodilatacion. Al bloquear las enzimas COX, los AINEs inhiben la sintesis y, por
tanto, los efectos de las prostaglandinas, la prostaciclina y el tromboxano Az. Los
efectos terapéuticos de los AINEs dependen en gran medida de su selectividad por

estas enzimas (Day & Graham, 2013).



La COX-1 se expresa constitutivamente en el cuerpo y desempefia un papel en el
mantenimiento del revestimiento de la mucosa gastrointestinal, la funcion renal y la
agregacion plaquetaria. La COX-2 no se expresa constitutivamente en el cuerpo; y
se expresa de manera inducible durante una respuesta inflamatoria. La mayoria de
los AINESs no son selectivos e inhiben tanto la COX-1 como la COX-2. Sin embargo,
los AINEs selectivos para la COX-2 (por ejemplo, celecoxib) solo se dirigen a la
COX-2 vy, por lo tanto, tienen un perfil de efectos secundarios diferente. Es
importante destacar que, debido a que la COX-1 es el principal mediador para
garantizar la integridad de la mucosa gastrica y la COX-2 participa principalmente
en la inflamacion, los AINE selectivos de la COX-2 deberian proporcionar un alivio

antiinflamatorio sin comprometer la mucosa gastrica (Chaiamnuay et al., 2006).
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Figura 1. Mecanismo de accion de los AINEs.

Antinflamatorios esteroideos
Se les conoce también como corticosteroides, son farmacos analogos de las

hormonas esteroides naturales producidas por la corteza suprarrenal e incluyen
glucocorticoides y mineralocorticoides; los primeros participan predominantemente
en el metabolismo y tienen efectos inmunosupresores, antiinflamatorios y

vasoconstrictores; y los segundos regulan los electrolitos y el equilibrio hidrico al



afectar el transporte de iones en las células epiteliales de los tubulos renales (Liu
etal.,, 2013). En el area farmacologica este grupo de medicamentos se usan
comunmente para el tratamiento de enfermedades cronicas tales como el asma o

la artritis reumatoide.

Mecanismo de accion
Los corticosteroides tienen efectos antiinflamatorios e inmunosupresores al alterar

numMerosos procesos en la regulacion positiva del sistema inmunologico. La mayor
parte de su actividad supresora se limita a la inmunidad mediada por células. Se
cree que los corticosteroides suprimen la sintesis de citocinas proinflamatorias
(interleucina IL1, IL2, IL3, factor de necrosis tumoral alfa e interferbn gamma), la
presentacion de antigenos y la proliferacion de linfocitos mediante su union a los
receptores de glucocorticoides que se encuentran en todo el cuerpo. Cuando se
administran corticosteroides se produce leucopenia, lo cual evita la acumulacion de
macréfagos y neutréfilos en focos inflamatorios, hay una disminucion de la
expresion de las moléculas de adhesién endoteliales, no hay desgranulacién e
inhiben la respuesta de los mastocitos a la IgE, disminuye la supervivencia de
eosindfilos y se reduce de forma significativa las células dendriticas (presentadoras
de antigenos) (Ali et al., 2023).

Cancer
El cancer se define como al grupo de enfermedades caracterizadas por un

crecimiento descontrolado de células que no responden a los controles de
crecimiento y diferenciacién, las cuales se dispersan a través de todo el organismo
(American Cancer Society). Asi, se puede entender al cancer como un proceso de
crecimiento tisular producido por la proliferacién continua de células con capacidad
de invasion y destruccion de otros tejidos. El origen, tipo celular y tejido determinan
el tipo de cancer. El tipo mas frecuente, son los carcinomas, que son derivados de

células epiteliales.



Cancer en México
El cancer es un problema de salud publica y es la tercera causa de muerte en

México, después de las enfermedades cardiovasculares y diabetes (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020). Las estimaciones de mortalidad por tumores malignos
en México se mantienen en el 13%. Sin embargo, las proyecciones de las muertes
por neoplasias a nivel mundial indican que de 2007 a 2030 la mortalidad podria
aumentar cerca de 45%. A pesar de que las tasas de mortalidad en México son las
mas bajas en el continente americano, los decesos por tumores malignos aumentan

dia con dia; lo que con lleva a una carga en el sistema de salud (Reynoso, 2017).

Tipos de cancer
Actualmente, existen diversas maneras de clasificar el cancer; sin embargo, una

clasificacion general se relaciona con el tipo de tejido en donde el tumor emerge.
Los tres subtipos principales son los sarcomas, los carcinomas y las leucemias
(Alavi & Hamidi, 2019).

Carcinomas Leucemias

de

Sarcomas
del

Proceden tejido | Proceden tejidos | Son canceres de los

conectivo como huesos,
cartilagos, nervios, vasos
sanguineos, musculos y

tejido adiposo.

epiteliales como la piel o
los epitelios que tapizan
las cavidades y érganos
corporales; y de los
tejidos glandulares de la

mama y prostata.

tejidos formados de las
células sanguineas.

Producen inflamacion de

los ganglios linfaticos,
invasion del vaso vy
médula 6sea, y existe una
sobreproduccién de
células blancas
inmaduras.

Tabla 1. Clasificacion del cancer de acuerdo al tipo de tejido de donde emerge el

tumor.




Tratamiento del cancer
Dependiendo de su etiologia el cancer se desarrolla de manera muy particular en

cada paciente, por lo que hoy en dia se tratan de establecer terapias individuales
en las cuales se combinan tratamientos; como parte de estos tratamientos tenemos
a los procedimientos quirargicos, los cuales consisten en extirpar una parte del
organo o tejido, segun lo avanzado y el lugar donde se encuentra localizado el
cancer; regimenes de quimioterapia la cual consiste en suministrar un
medicamentos que produce la muerte de las células y por ultimo, la radioterapia, la
cual consiste en aplicar isotopos radioactivos para producir la muerte de las células
cancerosas, reduciendo el tamafio del tumor facilitando su extirpacion (Mustapha
et al., 2021).

Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de medicamentos para inhibir o matar las células
cancerosas en proliferacion tratando de dejar a las células huésped ilesas o al
menos recuperables (Mustapha et al., 2021; Soares & Johnson, 2007). Los
medicamentos de quimioterapia generalmente se administran por via intravenosa o
por via oral para que puedan llegar a las células cancerosas en la mayor parte del
cuerpo. A veces se administran mediante inyeccidén debajo de la piel, en el masculo,
en el liquido que rodea la columna vertebral o en una cavidad corporal como la
vejiga, o mediante el uso de cremas para algunos canceres de piel (Mustapha et al.,
2021; Vitiello et al., 2007). Los medicamentos de quimioterapia no pueden distinguir
entre células reproductoras de tejidos normales (como aquellas que reemplazan a
las células normales desgastadas) y células cancerosas. Esto significa que las
células normales se pueden dafiar junto con las células cancerosas y esto provoca
efectos secundarios. Por esta razon, el alcance y la eficacia de la quimioterapia

quedan restringidos.

Medicina tradicional
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la medicina

tradicional como la suma de los conocimientos, habilidades y practicas basadas en

las teorias, creencias y experiencias indigenas de diferentes culturas, explicables o



no, que incorporan medicinas basadas en plantas, animales y minerales, asi como
terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados de forma individual o
en combinacidon para mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y
prevenir las enfermedades (Valtuefia, 2003;0MS, 2002). La practica de la medicina
tradicional, representa una fuente accesible para procurar la salud y quizas la Unica
para los sectores mas pobres en varios paises en vias de desarrollo, como lo es
México, donde la practica herbolaria no solo forma parte de la atencion para la salud

sino también es un rasgo cultural.

Segun datos de la OMS, alrededor del 80% de la poblacibn mundial utiliza la
medicina tradicional y hasta la fecha, 170 de los 194 estados miembros de la
organizacion han informado sobre el uso de la medicina tradicional. De tal forma
que, el uso masivo de las plantas medicinales a nivel internacional, ha sentado las
bases para la produccién de nuevos medicamentos. Actualmente, el 40% de los
medicamentos usados en el presente se basan en productos naturales, y
determinados farmacos de referencia, como el 4cido acetilsalicilico, la artemisinina
y algunos tratamientos contra el cancer infantil, proceden de la medicina tradicional
(OMS, 2023).

Haplopappus venetus
Es una planta semiarbustiva como se muestra en la Figura 1, perteneciente a la

familia Asteraceae. También es conocida como Isocoma veneta. Esta planta puede
medir hasta de 80 cm de alto. Su tallo es lefioso, con diminutos pelillos y sus hojas
son alternas, muy angostas, aunque algo mas anchas hacia el apice, de hasta 3 cm
de largo y hasta 1 cm de ancho, ligera o profundamente divididas en I6bulos
puntiagudos, punteadas y resinosas, sésiles a casi sésiles. Estd compuesta de
numerosas cabezuelas, formando grupos en la punta de los tallos. La cabezuela,
aunque tiene el aspecto de una flor, es en realidad una inflorescencia formada por
pequefias flores sésiles dispuestas sobre un receptaculo plano (cubierto de
numerosas salientes), que no presenta bracteas (paleas) sobre él, es decir esta
desnudo. EIl fruto es seco y no se abre (un aguenio), con una sola semilla, es

oblongo, algo comprimido, de mas o menos 1.5 mm de largo, con abundantes y



suaves pelillos, en el 4pice del fruto se presenta una estructura llamada vilano que

consiste de = 30 cerdas desiguales y blanquecinas (Vibrans, 2009).

Se encuentra en México especificamente en los estados de Aguascalientes,
Guanajuato, Jalisco, San Luis Potosi y Zacatecas (McVaugh, 1984), pero es mas
ampliamente distribuido en el norte y centro de México (Coahuila, Nuevo Ledn, San
Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas, Ciudad de México, Hidalgo, Morelos, Puebla,
Tlaxcala, Veracruz). Su habitat es principalmente en la vegetacion secundaria,
como maleza ruderal o arvense (Rzedowski y Rzedowski, 2001). También en dunas

y vegetacién costera y pastizales en el norte (Vibrans, 2009).

Figura 1. Haplopappus venetus

Usos medicinales
Es utilizada en la etnobotanica para el tratamiento de diversos padecimientos, de

acuerdo con Veladzquez-Vazquez et al., es una planta que sirve para tratar
infecciones, dolor estomacal, célicos, y detener hemorragias. Asimismo, se ha
reportado que tiene efectos hipoglicemiantes por lo que se usa en el tratamiento

para la diabetes en México (Hernandez Pérez et al., 2020).

Componentes quimicos
En la actualidad existe poca informacion con respecto a su composicion quimica.

Sin embargo, se ha determinado que la planta contiene diterpernos (acido
grindélico) (Figura 2), sesquiterpenos (6xido de B -cariofileno) (Figura 2) y posibles

triterpenos y compuestos fendlicos.



(A) (B)

Figura 2. Estructura quimica del acido grindélico (A) y 6xido de 3 -cariofileno (B).



METODOLOGIA

Evaluacion de la Actividad Citotoxica
Para determinar la actividad citotoxica del extracto de la planta Haplopappus

venetus se evalu6 en tres lineas celulares cancerosas: cancer de colén (HCT-15),
cancer de mama (MCF-7) y cancer de cérvix (HelLa). Las lineas celulares se
cultivaron en medio DMEM adicionado con 5% de suero fetal bovino (SFB) y 200 uL
de antibiotico. Los cultivos celulares se mantuvieron en una incubadora a una

atmosfera de 5% de CO2, a una temperatura de 37°C.

Una vez estabilizados los cultivos, las células adheridas a la superficie del frasco de
cultivo se despegaron, con 1 mL de tripsina. Posteriormente, la tripsina se inactivé
adicionando 1 mL de medio preparado. La densidad y viabilidad de las lineas células
se contabilizé en una camara de Neubauer. Una vez hecho lo anterior todas las
lineas celulares fueron incubadas por un periodo de 24 h a 37°C, y se estabilizaron

antes de la aplicacion de los extractos.

Los extractos fueron evaluados a concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25y
3.125 yg/mL y como control se usaron células sin tratamiento. Inmediatamente
después de la preparacion de las soluciones se agregaron 100 ul de cada dilucién
a los pozos correspondientes. Posteriormente, los cultivos con tratamiento y el
control se incubaron por un periodo de 48 h a 37°C en una atmdésfera de 5% de
CO:z. El crecimiento y viabilidad celular se evalu6 afiadiendo MTT (bromuro del 3-
(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio.

Finalmente, la densidad Optica se leyd espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 540 nm usando un lector de ELISA. La densidad Optica es
proporcional al crecimiento celular e inversamente proporcional al grado de
citotoxicidad de un extracto prueba (Houghton et al., 2007). La citotoxicidad es

reportada como el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular.



Evaluaciéon de la Actividad Antiinflamatoria
Produccion de 6xido nitrico en macréfagos estimulados con LPS

Esta prueba se realiz6 en macrofagos murinos J774.2, estimulados con LPS de
Escherichia coli. Se determind la produccidon de Oxido nitrico mediante la
cuantificacion de nitritos acumulados en el medio de cultivo celular a través de la
reaccion de Griess, en donde se usa Sulfonamidas y Dihidrocloruro de N-(1-naftil)
etilendiamina (NED) en condiciones acidas (acido fosférico). Para llevar a cabo la
reaccion, se coloco en una placa de 96 pozos: 50 yL de la muestra experimental
(duplicado o triplicado), posteriormente 50 pL de la solucion de sulfanilamida, se
incubo por 5-10 min y se afadio 50 L de la solucién de NED y se volvid a incubar.
A continuacion, la densidad Optica de cada muestra se leyd en un lector de placas
a 520-550 nm. La concentracién de nitritos se determind por interpolacion de los
resultados de densidad Optica en una curva de calibracibn construida con
concentraciones conocidas de NaNO:2 desde 0 hasta 100 uM. Las densidades
Opticas se relacionaron directamente con la concentracion de NO. Los resultados
se reportan como porcentaje de inhibicion de nitritos que indica la capacidad, de los

compuestos, de inhibir la produccion de 6xido nitrico.



RESULTADOS

Actividad citotéxica

Se evaluo la actividad citotdxica in vitro de los extractos de la planta Haplopappus
venetus en lineas celulares de céncer utilizando el ensayo MTT y células HaCat
como control de células sanas. El efecto citotoxico del extracto sobre diferentes
lineas celulares después de un tratamiento por 24 h se puede observar en la Tabla
2. El efecto citotoxico observado en las diferentes lineas celulares fue similar a la
linea control HaCaT aun con 200 pg/ ml del extracto.

Tabla 2. ICso del extracto de Haplopappus venetus contra las lineas celulares MCF-
7, HeLa, HTC-15 y HaCaT.

ICs0 (ug/mL)

Linea celular

Extracto de H.

HCT-15 MCF-7 HelLa HaCaT
venetus

149.98 +2.13 110.71 +4.00 102.44 +2.36 133.33 +3.05

Actividad antiinflamatoria

La producciéon de nitrito se cuantific6 mediante la reaccién de Griess. Como se
puede ver en la Gréfica 1, los niveles de NO en cultivos celulares control estimulados
con LPS fueron significativamente mas altos que los de las células control normales
no estimuladas. La produccién de NO estimulada por LPS se inhibié de una manera
proporcional a la concentracién cuando los macréfagos se trataron previamente con

25, 50 y 100 pg de extracto por ml.

Grafica 1. Efecto del extracto de H. venetus sobre la produccion de NO inducida por
LPS. Los valores mostrados son la media de n =3 ensayos/grupo de tratamiento. La
disminucién de la concentracion de NO es significativamente menor comparada con
LPS y similar a la producida por DEX. *El valor es significativamente diferente (P <

0,05) en comparacioén con el del control de "LPS solo".
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En la tabla 3, se observa que el extracto de Haplopappus venetus muestra una
actividad inhibitoria significativa de NO en macrofagos tratados con LPS de una
manera dependiente de la concentracion. El extracto de Haplopappus venetus
inhibié la produccién de NO un 87.51% a la concentracién mas alta probada (100

pg/ml).

Tabla 3. Efecto del extracto de H. venetus en tres concentraciones diferentes (25,
50 y 100 pg/ml) sobre la produccién de 6xido nitrico (NO).

Inhibicion de la
Concentracion (ug/ml) produccidon de 6xido
nitrico (%)
100 87.51
H. venetus 50 69.60
25 56.09




DISCUSION

El uso de plantas medicinales con enfoque en la prevencion y tratamiento del cancer
se ha seguido durante muchos afios. Sin embargo, para poder descubrir nuevas
moléculas anticancerigenos eficaces, es necesario determinar la actividad citotoxica
de los extractos de plantas. De acuerdo con Suffness y Pezzuto, aquellos extractos
que presentan valores de ICso <30 pg/ml en ensayos de lineas celulares tumorales
se consideran prometedores para el desarrollo de farmacos contra el cancer
(Ribeiro et al., 2012).

En el presente estudio, el extracto de Haplopappus venetus present6 una actividad
citotoxica débil, ya que en las tres lineas de cancer (HeLa, MCF-7, HCT-15) su ICso
fue >100 pg/ml. Por lo tanto, este extracto no muestra resultados prometedores para
el desarrollo de una nueva terapia anticancerigena. No obstante, algunos de los
compuestos identificados en la planta presentan actividad anticancerigena cuando
se purifican, por lo que la débil actividad obtenida podria sugerir que los compuestos
con actividad anticancerigena en el extracto estan presentes en concentraciones
muy bajas para poder mostrar una fuerte actividad. Por ejemplo, el 6xido de B -
cariofileno es un sesquiterpeno anticancerigeno presente en la planta que ha
demostrado que al ser aislado ejerce un efecto citotoxico en varias lineas celulares
cancerosas, como Hela (células de adenocarcinoma cervical humano), HepG2
(células cancerosas de leucemia humana), AGS (células de cancer de pulmén
humano), SNU-1 (células de cancer de estbmago humano) y SNU-16 (células de
cancer de estbmago humano) (Fidyt et al., 2016). Por otro lado, el &cido grindélico,
ha mostrado tener potencial anticancerigeno cuando su estructura quimica es
modificada, ya que este posee una cadena lateral C-14 adecuada para insertar
grupos funcionales oxigenados y nitrogenados, los cuales podrian potenciar su
actividad citotéxica, por lo cual esta planta podria ser una fuente potencial de dichos

compuestos.

La actividad antiinflamatoria del extracto de Haplopappus venetus se determino
mediante la inhibicién de la produccion de 6xido nitrico (NO). En la inflamacién, el

oxido nitrico (NO) actia como mediador proinflamatorio y es sintetizado por el éxido



nitrico sintasa inducible (iNOS) en respuesta a agentes proinflamatorios como el
lipopolisacéarido (LPS) (Lu et al., 2008). La produccién de NO en el grupo control
tratado con LPS 5 pg/ml fue de 8.129 uM, esta produccion es reducida
significativamente al aplicar distintas dosis del compuesto, en este caso 100, 50 y
25 pg/ml, donde la produccion de NO se redujo a 1.015, 2.471 y 3.570 uM
respectivamente, por lo que se observa una mayor reduccion cuando utilizamos una
mayor concentracion del compuesto. Por otra parte, la dexametasona fue utilizada
como control positivo por su actividad antiinflamatoria reportada, el extracto de H.
venetus mostr6 una actividad significativamente similar. La supresion de la
produccion por LPS de iNOS y su producto NO inducida in vitro por el extracto de
H. venetus podria estar relacionada con la presencia de terpenos, ya que estos
fitoquimicos poseen efectos antinflamatorios conocidos en animales, el 6xido de B -
cariofileno ejerce una accion antiinflamatoria mediante la inhibicibn de los
principales mediadores inflamatorios, como la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS),
la interleucina 1 beta (IL-1pB), la interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y la ciclooxigenasa 1 (COX-1), ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Francomano
et al., 2019).



CONCLUSION
El extracto de Haplopappus venetus muestra una actividad citotoxica débil en lineas

celulares de cancer, por lo cual no tiene potencial como agente anticancerigeno.

Respecto a la evaluacion de la actividad antiinflamatoria, los resultados in vitro
obtenidos mostraron que el extracto de H. venetus redujo significativamente la
produccion de o6xido nitrico en macréfagos murinos J774.2 estimulados con LPS,
por lo que podemos sugerir que es un posible potencial antiinflamatorio, y su
actividad es dependiente de la concentracion. Sin embargo, para poder identificar
los principales componentes activos responsables de este efecto se deben purificar

a partir del extracto de H. venetus.
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