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RESUMEN

El cancer colorrectal es uno de los tipos de cancer méas frecuentes y con mayor tasa de
mortalidad por lo que se ha convertido en un grave problema de salud publica. La bdsqueda
de compuestos bioactivos con propiedades anticancerigenas y quimiopreventivas ocupa un
lugar destacado en la investigacion contra este padecimiento. Callistemon citrinus es una
planta utilizada en México como ornamental. Estudios recientes han demostrado que posee
una amplia gama de propiedades biologicas con posibles aplicaciones terapéuticas,
destacando la actividad antioxidante. El objetivo principal de este estudio fue determinar el
efecto protector de extractos etanolicos de hojas y flores de C. citrinus en un modelo de
cancer de colon inducido en ratas. Los extractos fueron analizados fitoquimicamente y se
identifico la presencia de 20 compuestos quimicos, la mayoria de tipo terpénico. El
eucaliptol fue el compuesto mas abundante en hojas (7.5%) y la 3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-
metil-4H-piran-4-ona (DMPP) en flores con 4.4%. Este compuesto no habia sido reportado
previamente en la literatura para C. citrinus. Ambos extractos presentaron un alto contenido
de fenoles totales y flavonoides. La capacidad antioxidante in vitro de los extractos fue
evaluada por tres técnicas: ABTS, DPPH y FRAP. Los extractos de flores presentaron una
mayor capacidad antioxidante que los extractos de hojas. Los extractos fueron probados en
un modelo de cancer colorrectal inducido con 1,2 dimetilhidrazina (DMH) en ratas. Se
establecieron cuatro grupos experimentales (n=8): uno control, y tres que fueron
administrados con 5 dosis de 65 mg/kg de DMH. Dos de estos grupos fueron administrados
con dosis oral diaria de 250 mg/kg de cada uno de los extractos (respectivamente) durante
todo el experimento cuya duracion fue de 22 semanas. Los animales fueron sacrificados y
se determind la presencia de tumores y de fosas cripticas aberrantes (FCA). El extracto de
hoja tuvo un efecto en la disminucion del nimero de animales con tumores en un 33% contra
el 100 % del grupo Unicamente tratado con la DMH. También se redujo el nimero de FCA
en el grupo tratado con el extracto de hojas (15 contra 36) respecto al grupo DMH. En
contraste, el extracto de flores tuvo un efecto negativo y solo sobrevivié un individuo de ese
tratamiento. También se evalud la actividad de tres enzimas antioxidantes (superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y dos de fase Il (quinona reductasa y glutation
S-transferasa) en higado, colon proximal, medio y distal. Los extractos de C. citrinus
promovieron la actividad enzimética, manteniéndola igual o superior al grupo control. En
contraste, en el grupo tratado con DMH la actividad enzimatica disminuyo en la mayoria de
los tejidos analizados. Adicionalmente se evalud el contenido de glutatién (GSH) como
marcador de dafio por estrés oxidativo. Nuevamente, el contenido de GSH disminuyo
significativamente en el grupo control negativo y aumento o se mantuvo normal en los
grupos tratados con los extractos respecto al control. Los resultados obtenidos demuestran
que C. citrinus tiene un efecto protector via induccidn enzimatica y combatiendo el dafio por
estrés oxidativo en el cancer colorrectal.

Palabras clave: Callistemon citrinus, quimioprevencion, cancer colorrectal, induccién
enzimatica, capacidad antioxidante.




ABSTRACT

Colorectal cancer is an important public health issue because is one of the most frequent
cancers and have a high mortality rate. The search of bioactive compounds from plants with
anticancer and chemopreventive properties have a prominent place in research against this
disease. Callistemon citrinus is used as ornamental in Mexico. Recent studies have shown
that has a wide range of biological properties with possible therapeutic applications,
highlighting the antioxidant activity. The main objective of this study was to determine the
protective effect of ethanolic extracts of C. citrinus of leaves and flowers in a model of
colorrectal cancer induced in rats. The extracts were analyzed phytochemically and was
identified 20 chemical compounds, mainly composed of terpenic. Eucalyptol was the most
abundant compound in leaves (7.5%) and 3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-
one (DMPP) in flowers with 4.4%. This compound had not previously been reported in the
literature for C. citrinus. Both extracts presented higher content of total phenolic and
flavonoids compounds. The antioxidant capacity in vitro of the extracts was evaluated by
three assays: ABTS, DPPH and FRAP. The extracts of flowers presented a higher
antioxidant capacity than the leaves extracts. The extracts were tested in a model of
colorectal cancer induced with 1,2 dimethylhydrazine (DMH) in rats. Four experimental
groups (n = 8) were established: one control, and three that were administered with 5 doses
(65 mg/kg) of DMH. Two of these groups were administered with daily oral doses (250
mg/kg) of leaves and flowers extracts (respectively) during the all the experiment, which
lasted 22 weeks. The animals were sacrificed and the presence of tumors and aberrant cryptic
foci (ACF) were determined. The leaf extract had an effect in reducing the number of animals
with tumors by 33% against 100% of the group only treated with DMH. The number of ACF
was also reduced in the group treated with the leaves extract (15 against 36) with respect to
the DMH group. In contrast, the flower extract had a negative effect and only one individual
survived that treatment. The activity of three antioxidant enzymes (superoxide dismutase,
catalase and glutathione peroxidase) and two of phase Il (quinone reductase and glutathione
S-transferase) in liver, proximal, middle and distal colon were also evaluated. The extracts
of C. citrinus promoted the enzymatic activity, being equal to or higher to the control group.
In contrast, in the DMH treated group, the enzymatic activity decreased in most of the tissues
analyzed. Additionally, the content of glutathione (GSH) was evaluated as a marker of
oxidative stress damage. Again, the GSH content decreased significantly in the negative
control group and increased or remained normal in the groups treated with the extracts
respect to the control. The results obtained show that C. citrinus has a protective effect via
enzymatic induction and reduce oxidative stress damage in colorectal cancer.

Keywords: Callistemon citrinus, chemoprevention, colorrectal cancer, enzymatic induction,
antioxidant activity.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad multifactorial y multietapas que de manera
global es la segunda causa de muerte entre los distintos tipos de cancer, por lo que se le
considera un grave problema de salud publica (OMS, 2015). Su etiologia incluye factores
genéticos (10-15% de los casos) y ambientales (85-90%) (Pifia, 2007). Los malos habitos de
vida y sobre todo la alimentacién tienen un papel muy importante en el desarrollo de este

tipo de cancer (Chan y Giovannucci, 2010).

Un factor importante asociado a esta enfermedad es el estrés oxidativo producido por
especies reactivas y radicales libres, asi como la actividad de los complejos enzimaticos
enddgenos que se encargan de metabolizar los compuestos cancerigenos presentes en la dieta.
Se le adjudica a los antioxidantes y anticancerigenos naturales, la capacidad de proteger
contra el estrés oxidativo e inducir mecanismos enzimaticos destoxificantes e inactivando los
procesos carcinogenicos por lo que juegan un papel muy importante en el cuidado de la salud
(Pifia, 2007; Maldonado-Saavedra et al., 2010).

Hoy dia, un importante nimero de farmacos son obtenidos de productos naturales, de ahi la
importancia de buscar plantas que presente un compuesto con propiedades bioldgicas para
ser usado en el desarrollo de nuevos farmacos, complemento o aditivo alimentario para
proveer de proteccion frente a diferentes enfermedades, incluyendo el cancer (Arredondo-
Espinoza, 2011)

Callistemon citrinus es una planta usada ancestralmente en la medicina tradicional de
Australia y paises del sur de Asia, y que en los Ultimos afios han sido evaluadas sus
propiedades farmacoldgicas corroborando que tiene actividad antiinflamatoria, antidiabética,
hipolipémica y antioxidante, entre otras (Kumar et al., 2007). A pesar de estas propiedades,
en México su Unico uso es el ornamental y son recientes las investigaciones bioldgicas y

farmacoldgicas realizadas para esta planta en nuestro pais.

Los estudios realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que los extractos de C.
citrinus contienen un alto nimero de compuestos de interes farmacoldgico, con un alto
potencial antioxidante in vitro y que no poseen toxicidad aguda y subaguda a dosis de 1000
mg/kg durante 28 dias. Ademas, tiene efecto hepatoprotector y antioxidante in vivo por lo
que es una buena candidata para su estudio en enfermedades relacionadas con el estrés

oxidativo como el cancer (Lopez-Mejia, 2015; Pérez-Mora, 2016).




1.1 Generalidades del cancer

Se define como cancer a un conjunto de aproximadamente 100 enfermedades distintas que
pueden desarrollarse a partir de casi cualquier célula y en todos los 6rganos y tejidos. Las
celulas cancerosas comparten caracteristicas en comun, la principal de las cuales es el
crecimiento excesivo y descontrolado de células. Este es ocasionado por la acumulacién de
una serie de mutaciones y alteraciones genéticas que suprimen los mecanismos que regulan
normalmente el crecimiento, la proliferacion y la muerte celular. Eventualmente, la continua
division celular ocasiona el crecimiento de tumores malignos que tienen la capacidad de
diseminarse a tejidos y 6rganos distantes. Este proceso, denominado metastasis, es la
principal causa de muerte en personas con cancer (Lodish et al., 2003; Ries et al., 2006;
Varadadhachary et al., 2006; Stewart y Wilde 2014; OMS 2015; Chaparro et al., 2015).

Se han descrito seis principales caracteristicas de las células cancerosas (Hanahan y
Weinberg, 2000; Stewart, 2017):

1) Autosuficiencia de sefiales que promueven crecimiento celular.

2) Mecanismos de evasion de apoptosis (muerte celular programada).
3) Perdida de la capacidad de respuesta anticrecimiento.

4) Crecimiento replicativo ilimitado

5) Capacidad de formar nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)

6) Capacidad de invasion de otros tejidos y 6rganos (metastasis)

El proceso por el que una célula normal se convierte en una célula tumoral se denomina
carcinogeénesis y su desarrollo esta asociado a dos grandes grupos de genes: los oncogenes y
los genes supresores de tumores (Croce, 2008). Los primeros son genes que promueven el
crecimiento celular y la mitosis, mientras que los genes supresores de tumores son los
encargados de mantener controlado el crecimiento celular y la reparacion del dafio al ADN.
Tipicamente se requiere una serie de varias mutaciones afectando estos genes antes de que

una célula normal pueda transformarse en una célula cancerosa (Cho y Clarke, 2008).

Cuando una celula normal es expuesta a un agente mutagenico que le ocasiona cambios en

genes clave del control del ciclo celular, comienza una proliferacion descontrolada. La




acumulacion de mutaciones da origen a una lesion pre-neoplésica, que puede 0 no
evolucionar a un tumor maligno. Si las mutaciones ocasionan una supresion de genes
reparadores de dafio, de genes supresores tumorales y/o la activacion de proto-oncogenes, las
células seguirdn creciendo y diferenciandose hasta que dejen de cumplir las funciones
normales del tejido a partir de donde se originaron. Se han identificado diferentes genes clave
en el proceso de carcinogénesis. Los proto-oncogenes de la familia Ras (la cual comprende
al H-Ras, N-Ras y K-Ras) son muy comunes, siendo encontradas entre el 20 al 30% de todos
los tumores humanos. En el caso de los genes supresores tumorales el mas estudiado es el
gen que codifica para la proteina p53. La proteina p53 tiene dos funciones principales: por
un lado, cumple un rol en el nicleo celular como factor de transcripcion, y por otro lado
cumple una funcién citoplasmatica regulando el ciclo y division celulares y la apoptosis. Méas
de la mitad de los canceres humanos estan asociados a mutaciones en el gen p53, y se
considera que, para algunos tipos de cancer, como el de colon, esta mutacién es la que
finalmente ocasiona que una célula se transforme definitivamente en célula tumoral. (Zing
et al., 1999; Croce, 2008)

Una caracteristica importante de los tumores malignos es la angiogénesis. Esto le permite al
nuevo tumor seguir creciendo e invadir los tejidos sanos. Cuando los tumores alcanzan los
vasos sanguineos o del sistema linfatico, es comun que se desprendan células tumorales que
viajen por el sistema circulatorio a diferentes partes del cuerpo, lo que ocasiona las metastasis
(Carmeliet y Jain, 2000).

Los diversos tipos de cancer tiene un origen multifactorial (Irigaray et al., 2007). Entre un
90 y un 95% de los casos la enfermedad es causada por factores ambientales que producen
mutaciones en el ADN. Estos factores de riesgo incluyen el tabaquismo (relacionado con el
80 al 90% de los casos de cancer de pulmén, por ejemplo), la obesidad, el alcoholismo, la
exposicion a radiacion, el estrés, enfermedades infecciosas y exposicion a contaminantes
ambientales. El resto (10-15%) tienen asociada una causa estrictamente genética (y
generalmente hereditaria) (Roukos, 2009; OMS 2015).

El cancer es considerado el mayor problema de salud mundial. En los paises desarrollados,
representa la segunda causa de muerte solo detrds de las enfermedades cardiovasculares
(Siegel etal., 2018). En 2015, se diagnosticaron en el mundo 14.1 millones de casos de cancer
y 8.8 millones de muertes por la enfermedad. El cancer de pulmon es el mas comun (13.0%)

seguido del cancer de mama (11.9%) y el cancer colorrectal (9.7%). La mayor tasa de




mortalidad en mujeres corresponde al de mama (14.7%) y en hombres al de pulmon (23.6%)
(Forouzaunfar et al., 2016). En México el cancer es la segunda causa de muerte mas
importante. EI INEGI, en el 2010, reportd mas de 74,000 muertes por cancer anualmente
(13% total de las muertes) de las cuales el 5,2% son debido al cancer colorrectal (CCR)
(Aldaco, 2012).

1.2 El cancer colorrectal

Dentro de los diversos tipos de cancer, destaca el cancer de colon y recto (CCR) como uno
de los uno de los mas frecuentes (la tercera en la poblacion mundial) y supone casi el 15%
de todos los nuevos céanceres. Anualmente causa la muerte de 694 000 personas lo que
significa la 42 causa a nivel mundial, principalmente en paises desarrollados (Luk, 1993;
OMS 2015)

Pérdida del gen Activacion de oncogenes Pérdida del gen Otras alteraciones
supresor de tumores K-ras supresor de CALB1
APC N-ras tumores RB
BRAF p53 LERK

Epitelio normal Pélipo Adenoma Carcinoma ‘ Metastasis
(Hiperproliferacion epitelial)

Fig. 1 Desarrollo del cancer colorrectal y su base genética. La pérdida de la funcion del gen
supresor de tumores APC promueve la division celular. Sucesivas mutaciones acumuladas
promueven la activacion de oncogenes (familia Ras y BRAF) formandose un tumor benigno o
adenoma. La pérdida de la funcion del gen p53 que regula el ciclo celar da finalmente lugar a la
transformacion en un tumor maligno o carcinoma. Mutaciones adicionales pueden promover la
diseminacion a otros tejidos a través del sistema circulatorio formandose tumores secundarios o
metéstasis (Modificado de Vogelstein 1993 y Korcaya y Wicha, 2010)

El cancer colorrectal se origina por una secuencia de eventos que comienza con la mucosa

normal, continla a través del desarrollo de polipos adenomatosos y culmina en metastasis




(Ricciardiello et. al., 2011). En las células del colon, la carcinogénesis inicia tras la
acumulacion de una serie de mutaciones o dafio en el ADN que llevan a la pérdida o
inactivacion del gen APC, un gen que codifica para una proteina de supresion tumoral (Fig.
1). Este se considera clave en la carcinogenesis coldnica debido a que entre un 80 y 90% de
los casos de cancer de colon se asocian con esta causa. Se inicia la formacion de un adenoma
y durante su desarrollo se producen mutaciones en diversos genes como los denominados
protoncogenes (incluyendo los de la familia RAS y COX) a la par que aumenta el grado de
displasia. Finalmente, la perdida de la funcion del gen p53 (que media funciones como
induccidn de apoptosis) es lo que se piensa convierte un adenoma en un carcinoma (Pifia,
2007; Juérez y Rosales, 2014). Por otro lado, la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) también esta implicada en el desarrollo tumoral, pues las reacciones de los radicales
libres y el ADN resultan en rupturas de la cadena, en la formacion de bases oxidadas, asi

como en varias mutaciones (Corpet et al., 2002).

La mayor parte de los casos ocurren de manera espontanea y Unicamente se considera que el
20% se atribuyen a una causa genética heredable (OMS, 2015). Los mecanismos genéticos
de carcinogénesis col6nica han sido ampliamente estudiados y son diferentes en los casos
espontaneos que en los hereditarios. Begleiter et al., en el 2003, estimaron que hasta el 90%

de los casos de CCR podrian prevenirse con cambios en la dieta y los habitos de vida.

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (2015) entre los factores de riesgo que se
asocian a la aparicién de la enfermedad destacan:

e Antecedentes familiares de cancer de colon, adenomatosis o la enfermedad de
Crohn.

e Tener mas de 50 afios

e Los habitos alimentarios que incluyen una baja ingesta de fibra, un pobre
consumo de frutas y vegetales, un alto consumo de proteinas de origen animal y
grasas

e Obesidad y un estilo de vida sedentario.

e Alcoholismo y tabaquismo.

A diferencia de otros tipos de cancer, el sexo no es un factor de riesgo pues la incidencia es

similar en hombres y mujeres (Martin-Cano, 2011).

El tratamiento a seguir para pacientes con CCR incluye cirugia para extirpar los tumores

localizados, frecuentemente seguida de quimioterapia (solo se excluyen de guimioterapia |os
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pacientes con cancer en etapa inicial o ). Los principales agentes quimioterapéuticos usados
contra el CCR son la capecitabina, fluorouracilo, irinotecan, oxaliplatino y el UFT
(Tegafur/uracilo). La radioterapia también es frecuentemente utilizada junto con la
quimioterapia (Kelly, 2007; Marin-Cano, 2011).

La principal desventaja de los agentes quimioterapéuticos son los efectos adversos que
incluyen nauseas, mareos, alopecia, malestar general, fatiga y supresion del sistema
inmunoldgico (Lotfi-Jam et al., 2011). El alto costo de los tratamientos contra el cancer

también es un grave problema de salud publica (Hasset et al., 2006)

A pesar de los avances médicos, el cancer de colon todavia ocupa el segundo lugar mundial
entre las causas de muerte por cancer (independientemente del sexo). Esta gran tasa de
mortalidad es debido a que la mayor parte de los diagndsticos se da en estadios avanzados de
la enfermedad. La sobrevivencia promedio de un paciente con CCR no suele superar los 5
afios (Martin-Cano, 2011). Por este motivo, la basqueda de estrategias de prevencion de

este tipo de cancer es de especial interés en la investigacion (Pifia, 2007).

Los modelos biologicos de estudio de CCR juegan un papel muy importante en la
investigacion para la prevencion, el tratamiento y la cura de esta enfermedad. Los modelos
animales, principalmente roedores, son los mas apropiados para su estudio debido a la
disponibilidad y los bajos costos que acarrean (King et al., 1959).

Existen diversas sustancias utilizadas para la induccién de cancer colorrectal en animales.
Las hidracinas y los compuestos azoxi son los mas comunes, destacando la 1,2-
dimetilhidracina (DMH) y su metabolito el azoximetano (AOM) (Corpet y Tarché, 2002).
Independiente de la ruta de administracion, se ha informado que la DMH produce una alta
incidencia de adenomas y adenocarcinomas en el colon y recto de roedores debido a su
actividad alquilante de los &acidos nucleicos del epitelio intestinal y sus propiedades
mutagénicas. Este carcindgeno actla modificando el genoma del enterocito ocasionando
alteraciones como la pérdida de diferenciacion celular, ganancia de invasividad y conducta
proliferativa anormal (Lodish et al., 2003). Su alta especificidad para producir carcinomas
en el colon y recto, lo hace ideal para implementarlo en modelos que busquen estrategias de
quimioprevencion de CCR (Fig. 2).
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Fig. 2 El metabolismo de la 1,2 dimetilhidrazina (DMH). EI DMH es oxidado en el higado por las
enzimas de fase | a azoximetano (AOM) y posteriormente a metilazoximetanol (MAOM). Este
compuesto es glucoronidado por las enzimas de fase Il y posteriormente es excretado a través de la
bilis. En el intestino, en presencia de beta-glucoronidasa de los colonocitos o la microbiota es
nuevamente transformado a MAOM que puede espontdneamente convertirse en metildiazonio,
considerado el carcinogénico final, pues debido a que es capaz de alquilar las bases nitrogenadas

1.3 Quimioprevencién del cancer

La quimioprevencion un proceso que implica la prevencion, la demora o la reversion del
proceso de carcinogénesis mediante la ingestion de agentes dietéticos o farmacéuticos
(Cuendet et al., 2006).

Los grandes avances en la investigacion sobre los factores celulares y moleculares implicados
en la carcinogénesis nos proporcionan una base para buscar nuevas estrategias en la
prevencion de esta enfermedad. (Kensler, 1997). Una estrategia de este tipo implica la
supresion de la activacidn metabdlica cancerigena o el bloqueo de la formacion de
carcindgenos via induccion de enzimas de fase Il o antioxidantes (Cuendet et al., 2006). Los
compuestos quimicos que aumentan la actividad de estas enzimas son de particular interes
debido a que estos sistemas enzimaticos tienen la capacidad de inhibir un amplio rango de

compuestos carcinogénicos (Fig. 3) (Wattenberg, 1985).

De acuerdo a Wattenberg (1985), los compuestos quimioprotectores pueden agruparse en

tres categorias, de acuerdo a su mecanismo de accion: compuestos que previenen la
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formacion de carcindgenos, compuestos que bloquean la accidn de carcindgenos y agentes

que suprimen la carcinogénesis una vez que ésta ha comenzado.

| Enzimas de fase | | I Enzimas de fase I I

Quinona reductasa
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_ P450 -
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8 s %

Superoxido dismutasa
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Fig. 3 Mecanismo de quimioprevencion de los sistemas enzimaticos de fase 11 y antioxidantes
tomando como ejemplo el metabolismo de la 1,2 dimetilhidrazina (DMH). Las enzimas de fase |
como la citocromo P450 actlian activando compuestos cancerigenos. Los metabolitos intermediarios
reactivos son posteriormente inactivados por las enzimas de fase Il para su posterior eliminacion,
sin embargo en el proceso estos compuestos reactivos pueden originar radicales libres, que en
exceso son capaces de producir dafio al ADN y ocasionar a la larga un cancer. Los mecanismos de
defensa antioxidante previenen el dafio por los radicales libres. En este grupo se encuentran enzimas

antioxidantes, glutation y compuestos provenientes de la dieta.

Los compuestos antitumorales intervienen directamente en el desarrollo de procesos
carcinogénicos a traves de mecanismos como la induccion de apoptosis, interrumpiendo el
ciclo celular, modulando la actividad hormonal y la expresion o supresion de genes. Muchos
anticancerigenos usados en el tratamiento quimioterapéutico contra el cancer fueron aislados
inicialmente de extractos de plantas (Tabla 1) (Chiao et al., 2002; Pifia, 2007).
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Tabla 1. Algunos compuestos quimicos aislados de plantas que presentan actividades

anticancerigenas.

COMPUESTO ORIGEN ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA
VEGETAL
Vinblastina Catharanthus roseus | Inhibicion del ciclo celular por su union con la
oCth . & U ':ubfulina. Usada endel tra}tamie(nlilo de Ieucemliaséooo)
wy et LI P infomas y cancer de pulmén (Newman et al.,
°?gg){tio %
Quercetina Allium cepa Modulacion del estrés oxidativo y vias se
£ on ) sefializacion implicadas en el crecimiento y
oo s @ diferenciacion celular (Dajas, 2012)
LT™ Induccion de apoptosis en lineas de cancer de colon
(Park et al., 2006)
Pomiferina Maclura pomifera | Inhibicion de dafio al ADN por estrés oxidativo
aS3use Y (Svasti, et al.,2015)
e e @’g{‘fﬁ Inhibicién del crecimiento de células tumorales de
Q colon, mama y estomago (Son et al., 2007)
Curcumina Curcuma longa Induccidn de apoptosis celular (Karunagaran et al.,
% 4 2005)
S PN N Inhibicién de la inflamacién en procesos
w[\fj \lfl‘w @%%g cancerigenos (Pandey et al., 2011)
Ay Modulacién de enzimas detoxificantes (Seo et al.,
2008)
Resveratrol Vitis vinifera Quimioprevencion y proteccion contra la progresion
del cancer (Kalra et al. 2008)
N < o Modulador de procesos inflamatorios (Carter et al.,
1 A 2009)
o Induccion de apoptosis celular (Roy et al., 2009)
Efecto antiproliferativo de cancer colorrectal (Patel et
al., 2010)
Limoneno Citrus sp. Induccidn de apoptosis y necrosis de células
[,J.\\ > 9 tumorales (Russo et al., 2013)
\IJ - Inhibicién de carcindgenos gastricos en ratas (Uedo
o et al., 1999)
Plumbagina Plumbago sp. Efecto antiproliferativo en células de cancer de mama
P (Zhang et al., 2016)
i e, Induccion de apoptosis celular en células de cancer
T :*;{i]\ colorrectal (Eldhose et al., 2014)




1.4 Callistemon citrinus (Curtis) Skeels

El géenero Callistemon pertenece a la familia de las Mirtaceas (Myrtaceae) y es el género de
plantas ornamentales mas importantes de Australia. La planta méas cultivada del género es C.
citrinus (Alvarez et al., 2011).

Callistemon citrinus es conocido con el nombre comun de arbol del cepillo o escobillon rojo
(Crimson Bottlebrush, en inglés) (Fig. 4). Es un arbusto o &rbol pequefio de 2-6 metros de
altura. Las hojas son lanceoladas y coriaceas, las inflorescencias tienen forma de espiga
abiertas y miden entre 6 y 12 cm de largo. Las flores son pequefias, con 5 pétalos y 5 sépalos.
Los sépalos algo rosados y los pétalos verdosos, con pelos en los bordes. Los estambres son
numerosos, excertos, con los filamentos largo y de color rojo brillante o rosado. El fruto es
una cépsula lefiosa. Es endémico de Australia, pero se cultiva en las regiones templadas y
tropicales de todo el mundo (Greig, 1999; Montafio-Neco ,2011; Australian National
Botanic Gardens, 2012).

Fig. 4 Callistemon citrinus (Curtis) Skeels: a) porte; b detalle de la inflorescencia; c) detalle de una
hoja; d) frutos; e) flor vista transversalmente; f) detalle de una flor individual; g) detalle del tronco
(Nustracion original de Edward Minchen, 1895)

10

®



1.4.1 Usos, atribuciones y composicion quimica

Las flores de Callistemon son usadas como alimento por los aborigenes australianos, siendo
masticadas para obtener el néctar o preparadas como bebidas dulces. También han jugado un
importante papel como plantas medicinales para los pueblos originarios australianos. Las

hojas, por ejemplo, eran usadas para curar infecciones del tracto respiratorio (Cock, 2008)

En la actualidad las especies del genero Callistemon son utilizadas para la silvicultura,
produccion de aceites esenciales, como barrera contra vientos, para recuperacion de tierras
degradadas y en la horticultura ornamental. En China, especies del género, especialmente C.
viminalis se usen en la medicina tradicional para el tratamiento de algunas afecciones como
hemorroides (Oyedeji et al., 1990). También se usan especies de Callistemon como
insecticida, para controlar malezas y como bioindicadores de dafio ambiental (Rashedul et
al., 2010). En paises del sur de Asia, como la India y Bangladesh se le atribuyen varias
propiedades medicinales, entre ellas el tratamiento para la diabetes (Kumar et al., 2011).
Ademas han sido reportadas actividades antimicrobiana, antiestafilococal, nematicida,
larvicida y pupicida para el género (Oyedeji et al., 2009).

Fitogquimicamente, el género Callistemon es rico en triterpenoides, flavonoides, esteroides y
saponinas (Gayali et al., 2012). Las investigaciones fitoquimicas de miembros de este género
dieron como resultado la identificacion de C- metil flavonoides, triterpenos y derivados del

fluoroglucinol (Wrigley y Fagg, 1993).

Han sido reportados diversos estudios quimicos del aceite esencial de Callistemon citrinus.
El 1,8-cineol (eucaliptol) es el constituyente predominante de los aceites (47.9 — 82.0%).
Otros compuestos significativos incluyen el a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno, linalol
y geraniol (Oyedeji et al., 2009), ademas han sido reportada la presencia de triterpenoides,
flavonoides, &cidos grasos y taninos aislados en las hojas (Jeong et al., 2009) asi como

glicosidos y fenoles, mientras que los alcaloides se encuentran ausentes (Faris et al., 2011).

Los monoterpenos, como el eucaliptol (1,8-cineol), el linalool y sus ésteres poseen actividad
anti-inflamatoria (Dewhirts, 1980), el limoneno es conocido por inhibir el crecimiento de
carcinomas de higado, las mamas, la piel, los pulmones, el colon, el estomago, la prostata y
el pancreas (Crowell, 1999), el fitol ha sido reportado con una alta capacidad antimicrobiana
(Inoue et al., 2005) y el 4-terpineol es usado como precursor en la preparacion de repelentes
contra mosquitos de baja toxicidad para los seres humanos (Wang et al., 2008)
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Ademas de los terpenos, muchos de los flavonoides, taninos y compuestos fendlicos aislados
de C. citrinus muestran varios tipos de actividades bioldgicas importantes tales como
atrapadores de radicales libres, bloqueo de los canales de calcio, actividad antimicrobiana,

antifingica, antidiabética, anticoagulante y herbicida (Das y Singh, 2012).

1.4.2 Estudios de C. citrinus que crece en México

Los estudios realizados hasta la fecha por nuestro grupo de trabajo incluyen la actividad
antimicrobiana de hojas y flores (Montafio-Neco, 2011), la composicion quimica
(Petronhilo et al., 2013), la purificacién de los compuestos activos y citotoxicidad en
Artemia salina (Guzman-Hernandez, 2013), sus propiedades antioxidantes in vitro (Cid-
Estrada, 2014) y su micropropagacion (Ramirez-Cervantes, 2015). Lépez-Mejia (2015)
realizd estudios de toxicidad aguda y subaguda de los extractos de hoja y flor de C. citrinus,
encontrando que ambos extractos no presentan toxicidad alguna a la dosis de 1000 mg/kg, y
también reporta un efecto hepatoprotector ante dafio producido por sobredosis de
paracetamol. Finalmente, Pérez-Mora (2016), realizo estudios de las capacidades atrapadora
de radicales libres y el efecto de los extractos etandlicos de hojas y flores en el sistema de
defensa antioxidante en higado de ratas. Ambos extractos disminuyeron la lipoperoxidacion
comparados con el grupo control y no tuvieron un efecto negativo en la actividad de enzimas

antioxidantes

A pesar del alto contenido de compuestos bioactivos y de las mdltiples actividades
farmacoldgicas que se le atribuye, hasta la fecha no hay estudios dirigidos a estudiar el efecto
in vivo de los extractos de Callistemon citrinus en modelos de cancer, donde podria tener un
efecto protector debido a la alta capacidad antioxidante que presenta y los compuestos con

propiedades anticancerigenas que contiene.
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2. JUSTIFICACION

La prevalencia del cancer colorrectal como uno de los mas comunes a nivel mundial, el alto
costo asociado a los tratamientos y la baja tasa de curacién total una vez diagnosticada la
enfermedad lo hacen un grave problema de salud publica, por lo que la prevencion se ha

convertido en la principal herramienta para atacar el CCR.

La busqueda constante de plantas que presenten compuestos con actividades biologicas que
promuevan la quimioprevencion del cancer ocupa un lugar destacado en la investigacion
contra el cancer. Callistemon citrinus es una planta que posee un fuerte poder antioxidante y
otras propiedades bioldgicas debido a la presencia de terpenos, fenoles y flavonoides, lo que
la convierte en un excelente candidato para determinar su posible actividad quimioprotectora

en un modelo de cancer de colon inducido.
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3. HIPOTESIS

Los extractos de hojas y flores de Callistemon citrinus tienen compuesto bioactivos capaces
de ejercer funciones quimioprotectoras via induccion de enzimas antioxidantes y de fase I,

en un modelo de carcinogenesis colonica experimental en ratas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto quimioprotector del extracto de Callistemon citrinus en un modelo de

cancer de colon en ratas

4.2. Objetivos particulares

1. Caracterizar quimicamente y evaluar el potencial antioxidante in vitro de los extractos

de hojas y flores de C. citrinus.

2. Evaluar el efecto de administracion de los extractos de la hoja y de la flor de C.

citrinus en el desarrollo del cancer de colon inducido en ratas.

3. Determinar el efecto de los extractos de C. citrinus en la actividad de enzimas

antioxidantes y de fase Il relacionadas con la quimioprevencion del cancer.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos de la presente investigacion la estrategia experimental
consistid en tres partes. La primera parte fue la preparacion y el andlisis fitoquimico y de la
capacidad antioxidante de los extractos de hojas y flores de Callistemon citrinus.
Posteriormente, se implemento el modelo de carcinogénesis colonica experimental, donde se
administraron a la par los extractos de C. citrinus durante las 22 semanas del experimento.
Finalmente se llevaron a cabo las determinaciones de las actividades enzimaticas en los

diferentes tejidos de interés. La metodologia completa se resume en la figura 5.

Colecta de material biolégico
(Hojas y flores de C. citrinus)

Preparacion de extractos etanolicos

S 3
Anélisis fitoquimico (1 g tejido / 10 mL de etanol 96%)

Administracion de los extractos
(250 mg/kg; dosis diaria)

Gases/Masa Fenoles y flavonoides
o Modelo de carcinogé
Capacidad antioxidante Impesi], colonica experimental
ABTS, DPPH y FRAP (Induccion con DMH)
Sacrificio
(Semana 22)
Andiisis de proteing Muestras de sangre i Muestras de higado

y albimina
Muestras de colon

Estudio de FCA

P Determinaciones enzimaticas
Estudio histopatolégico I !
Antioxidantes Cuantificacion de GSH

Enzimas de fase Il 65
Qr

GST AT

GPx

Fig. 5 Estrategia experimental establecida para cumplir con los objetivos de la presente

investigacion.
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6. RESULTADOS

6.1. Capitulo |

Caracterizacion fitoquimica, determinacion de la capacidad antioxidante in vitro e
identificacion de compuestos con propiedades anticancerigenas en los extractos de

Callistemon citrinus.

RESUMEN

Se analiz6 la composicion quimica y la capacidad antioxidante de los extractos etanolicos de
hojas y flores de Callistemon citrinus que crece en México. El analisis de gases/masa de los
extractos arrojo la presencia de 20 compuestos, la mayoria de monoterpenos y diterpenos. Se
identificé un nuevo compuesto, la 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piranona (DDMP)
no reportado en la literatura para C. citrinus y presente en ambos extractos. En los extractos
de flores los compuestos mayoritarios fueron el DDMP (4.4%), el limoneno (3.3%) vy el
eucaliptol (2.4%) mientras que en el extracto de hojas fueron el eucaliptol (7.5%), el fitol
(4.8%) y el terpinoleno (1.5%). Fenoles y flavonoides fueron cuantificados
colorimétricamente. Las flores y las hojas presentaron un contenido de fenoles de 1.01y de
0.66 mg equivalentes de acido galico/mg de extracto respectivamente, mientras que el
contenido de flavonoides fue de 0.01 y 0.6 mg equivalentes de rutina/mg de extracto,
respectivamente. La capacidad antioxidante fue determinada in vitro por los métodos ABTS,
DPPH y FRAP. Las flores presentaron una mayor actividad antioxidante que las hojas.

Palabras clave: Callistemon citrinus; terpenos; fenoles y flavonoides; capacidad
antioxidante

ABSTRACT

The chemical composition and antioxidant activity of the ethanolic extracts of Callistemon
citrinus leaves and flowers that grows in Mexico were analyzed by GC/MS and colorimetric
methods. The analysis of the extracts showed the presence of 20 compounds, mainly
monoterpenes and diterpenes. A new compound, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-
pyranone (DDMP) was not reported in the literature for C. citrinus and its present in both
extracts. In flower extracts, the main compounds were DDMP (4.4%), limonene (3.3%) and
eucalyptol (2.4%) while in the leaves extract were eucalyptol (7.5%), phytol (4.8%) and
terpinolene (1.5%). The flowers and the leaves had a content of phenols of 1.01 and 0.66 mg
equivalents of gallic acid / mg of extract, respectively, while the content of flavonoids was
0.01 and 0.6 mg of rutin equivalents / mg of extract, respectively. The antioxidant capacity
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was determined in vitro by the ABTS, DPPH and FRAP methods. The flowers presented a
higher antioxidant activity than the leaves.

Keywords: Callistemon citrinus; terpenoids, phenolic and flavonoids; antioxidant activity

INTRODUCCION

Las plantas son una importante fuente de compuestos de interés farmacoldgico. En la
actualidad, el 80% de la poblacion mundial usa predominantemente plantas o sus derivados
para el cuidado de su salud (Jennifer et al., 2007). Los principales grupos de compuestos
con propiedades medicinales incluyen terpenos, compuestos fendlicos (destacando en este

grupo los flavonoides y los acidos fendlicos) y los alcaloides (Kinghorn et al., 2003)

Por otro lado, se sabe que el exceso de radicales libres tiene efectos nocivos sobre las células.
Las enfermedades cronico degenerativas (incluyendo enfermedades cardiovasculares,
diabetes y cancer, por ejemplo), son padecimientos comunes y complicados en humanos y
estan relacionadas directa o indirectamente con el desbalance del equilibrio oxidativo (Das
etal., 2014).

En este sentido, es ampliamente conocido el papel que juegan los antioxidantes naturales
(como vitaminas, fenoles y flavonoides) en la proteccion frente al dafio por estrés oxidativo
en las enfermedades crénicas. Estos compuestos actlan directamente neutralizando los
radicales libres o indirectamente, aumentando la actividad de los sistemas enzimaticos de

defensa enddgenos (Pifia, 2007).

Se han identificado diversos compuestos con propiedades antitumorales provenientes de
plantas que actuan a traves de distintos mecanismos, incluyendo su intervencion directa en
el desarrollo de procesos carcinogénicos a través de mecanismos como la induccién de
apoptosis, interrumpiendo el ciclo celular, modulando la actividad hormonal y la expresion

0 supresion de genes. (Chiao et al., 2002; Grenwell y Ragmal; 2015)

Callistemon citrinus es una planta cultivada ampliamente como ornamental. Se ha reportado
la presencia de terpenoides, fenoles y flavonoides. El 1-8 cineol (o eucaliptol) se reporta
generalmente como el mayor constituyente de los aceites esenciales (Oyedeji et al., 2009).

A través de los afios, C. citrinus ha sido extensamente analizado desde el punto de vista

18




farmacoldgico y se reporta que posee diversas propiedades tales como reductor de los niveles
de colesterol (Gupta y Gupta, 1997) cicatrizante (Kumar et al., 2007) actividad
hepatoprotectora (Jain et al., 2007), efecto cardioprotector (Firoz, 2011), actividad
antiespasmadica (Ali et al., 2011), actividad antiinflamatoria, antidiabética, hipolipémica y
antioxidante (Kumar et al., 2011). Todos estos estudios son indicadores del potencial alto
de C. citrinus como buena fuente de compuestos bioactivos con multiples propiedades

medicinales (Gayali, 2012).

En el presente capitulo se detalla el estudio de la composicion quimica (incluyendo anélisis
de gases/masa y técnicas colorimétricas) de los extractos de hojas y flores de C. citrinus, la
identificacion de los compuestos bioactivos con propiedades anticancerigenas Yy
quimiopreventivas y el estudio de la capacidad antioxidante in vitro de ambos extractos con
el objetivo de determinar si los extractos presentan caracteristicas con potencial terapéutico
para el cancer de colon o de otros tipos.

MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico

Se utilizaron hojas e inflorescencias de C. citrinus, las cuales fueron colectadas en el mes de
marzo de 2016 en los jardines de Ciudad Universitaria (UMSNH) ubicada en Morelia,
Michoacan, México (19°41'11.3" N, 101°12'18.4" O) La identificacion de la planta fue
confirmada por la M.C. Patricia Silva de herbario HEBUM de la Universidad Michoacana

teniendo un nimero de voucher EBUM23538.

Preparacion de los extractos etanolicos

Las hojas y las flores fueron separadas, limpiadas y pesadas en fresco para luego macerase
con etanol al 96% en una proporcion 1:10 (1 gramo de peso por cada 10 mL de etanol). Se
dejaron reposar en oscuridad a temperatura ambiente durante 5 dias para que se llevara a cabo
la liberacion de sus componentes. Posteriormente, se llevaron a sequedad por evaporacion
con remocion al vacio en rotavapor a una temperatura de 45°C. y fueron conservados a una

temperatura de 4°C protegidos de la luz hasta su posterior utilizacion.
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Analisis fitoquimico: cromatografia de gases y espectrometria de masas

Los extractos etandlicos se analizaron por la técnica de cromatografia en gases y
espectrometria de masas (GS/MS). El aparato utilizado fue un cromatdgrafo de gases
(Hewlett Packard GC modelo 5890, con una columna HP ultra-2; 25 m x 0.02 mm diametro
interno; 0.33 um de grosor), acoplado a un espectrometro de masas de baja resolucion
(Hewlett Packard modelo 5972 MSD). Los compuestos fueron determinados usando los

estandares incluidos en el equipo y su concentracion se expresé como porcentaje (%).

Determinacion de los fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Se utiliz6 el ensayo de Folin-Ciocalteu establecido por Singleton et al., (1999). Esta
determinacion se basa en una reaccion de oxidacion de los fenoles presentes en una muestra
que causa la aparicion de una coloracion azul que presenta un maximo de absorcion a 765
nmy gue se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patrén de acido galico (Cid-
Estrada, 2014).

Siguiendo la metodologia de Pripdeevech et al. (2010) a 200 pL de la solucion problema se
le afiadié 1.0 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:9), 1.0 mL de una solucién acuosa de
Na2COs3 7% y 5 mL de agua destilada. Se mezcl6 vigorosamente y se dejo reposar 30 min a
temperatura ambiente. La absorbancia se midio a 765 nm. Para la curva patréon se utilizé acido

galico en un rango de 0 a 0.5 mg/mL (Anexo 1).

Determinacién del contenido de flavonoides

Los flavonoides fueron determinados colorimétricamente usando la técnica del cloruro de
aluminio (AICIs), segiin Chang et al., (2002), que se basa en que el AI** se une con los grupos
ceto e hidroxilo de los flavonoides, a través de una reacciéon de transferencia de electrones

produciendo un intenso color amarillo que tiene una absorbancia maxima de 415 nm.

A 500 pL de cada extracto se le afiadio 1500 uL de etanol al 95%, 100 uL de AIClz al 10%,
100 pL de acetato de potasio (1M) y 2800 pL de agua destilada. La mezcla fue agitada en
vortex y se incub0 a temperatura ambiente durante 30 min. Se cuantifico la absorbancia a

415 nm. Se utilizé rutina para la curva estandar en un rango de 0 a 0.5 mg/mL (Anexo 2).
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Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro

Método de ABTS.- Se llevd a cabo siguiendo la modificacion de Cid-Estrada (2014) del
original de Rufino et al., (2010).

El radical cation ABTS* se origin6 utilizando cantidades 1 a 1 (v/v) del &cido 2,2"-Azino-
bis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonico) en su presentacion liquida de la marca Sigma y una
solucion de persulfato de potasio 2.4 mM. La mezcla se deja en agitacién continua en
oscuridad durante 3 horas, tiempo en el cual se obtiene una absorbancia de 3.0. De esta
mezcla se hace una solucion diluida en etanol que tenga una absorbancia final de 0.8. Esta

solucidn es la que se usa para las determinaciones.

El ensayo consiste en coloca en una celda de 1 mL de capacidad 0.05 mL de muestra y 0.95
mL de la solucion final de ABTS ™ Se mezcla y se cuantifica la absorbancia a 734 nm durante
7 minutos. Para la curva patrén se utilizé Trolox en un rango de 25 a 500 uM (Anexo 3). Los

resultados se expresaron como equivalentes de Trolox (TE) por mg de extracto.

Meétodo de DPPH .- Siguiendo la metodologia de Karaméc et al.(2005) se utiliz6 el reactivo
DPPH (1,1-difenil2-picrilhidracil) (500 uM, disuelto en etanol) y una solucion buffer (Tris-
HCl a 0.1 M con un pH de 7.4). A 100 uL de cada extracto se afiadieron 500 pL del reactivo
DPPH y 400 pL de la solucion buffer. Se dejo reaccionar 20 minutos a temperatura ambiente
en obscuridad y se cuantifico la absorbancia de cada muestra a 517 nm. Para la curva patron

se utilizo el Trolox en un rango de 0 a 1000 mM (Anexo 4).

Poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP).- Segln la metodologia establecida por
Benzie y Strain (1996) se prepard la solucion de trabajo en una relaciéon 1:1:10 compuesta
de las siguientes soluciones: 2,4,6-tris(2-piridil)-s—triazina (TPTZ) 10 mM, cloruro férrico
(FeCl3)a 20 mM y acetato de sodio 300 mM pH de 3.6. Para hacer la determinacion se tomo
0.2 mL de la muestra problema (en este caso los extractos de C. citrinus) y se le afiadieron 3
mL de la solucion de trabajo dejando reaccionar 20 minutos en oscuridad para después tomar
lecturas a 593 nm en el espectrofotometro. Para la curva patrdn se utilizé Trolox en un rango
de 100 — 1000 pM.
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Analisis estadistico

Los datos numéricos obtenidos fueron analizados y procesados utilizando el programa de
Microsoft Excel 2016 y el programa Graph Pad Prism 6.0 para Windows. Fueron comparados
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA), asi como las pruebas de comparacién
multiple de Tukey, considerando tres niveles de significancia: *P<0.05; **P<0.01 y ***

P<0.001.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido e identificacion de compuestos terpénicos en C. citrinus

Se identificaron veinte compuestos en los extractos etanélicos de flores y hojas de C. citrinus:
diez monoterpenos, ocho sesquiterpenos, un diterpeno y una piranona (Tabla 2). Este Gltimo
compuesto, el 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (abreviado como DDMP) se
encuentra tanto en el extracto de hojas como en el de flores y no habia sido reportado

previamente para C. citrinus en la literatura.

En el extracto de flores se identificaron 18 compuestos mientras que en el de hojas se

determinaron 12. Solamente 10 compuestos son comunes en ambos extractos (Tabla 2).

En el extracto de flores, los compuestos mayoritarios fueron el DDMP (4.4%), el limoneno
(3.3%) y el eucaliptol (2.4%) mientras que en el extracto de hojas fueron el eucaliptol (7.5%),
el fitol (4.8%) vy el terpinoleno (1.5%).
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Tabla 2. Composicion quimica de los extractos de flores y hojas de Callistemon citrinus medida por
GS/MS.

TR Compuesto Concentracion (%)
Flores Hojas
Monoterpenos
13.8 B-Felandreno 0.4 0.3
14.2 a-Terpineno 0.8 0.6
14.6 d-Limoneno 3.3 0.0
14.7 Eucaliptol 2.4 7.5
16.5 Terpinoleno 0.0 1.5
19.1 4-Terpineolo 0.2 0.7
194 a-Terpineolo 1.8 1.2
234 cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 04 0.8
24.1 Elixeno 0.3 0.0
24.6 Geraniol 0.2 0.0
Sesquiterpenos
26.4 Cariofileno 0.8 0.9
26.9 Valenceno 0.5 1.2
27.2 a-Humuleno 0.2 0.0
27.4 Aromadendreno 0.3 0.5
27.6 d-Cadineno 0.2 0.0
30.0 Espatulenol 0.5 0.0
31.2 Cubenol 0.3 0.0
31.3 Globulol 0.4 0.0
Otros
17.7 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona 4.4 1.4
40.9 Fitol 0.0 4.8

La concentracion de cada compuesto fue calculada dividiendo el area del pico del analito por el area total.
TR = tiempo de retencion del compuesto.

Han sido reportados diversos estudios quimicos del aceite esencial de Callistemon citrinus.
El 1,8-cineol (eucaliptol) es el constituyente predominante de los aceites (47.9 — 82.0%).
Otros compuestos significativos reportados incluyen el o-pineno, [B-pineno, mirceno,
limoneno, linalol y geraniol (Oyedeji et al., 2009). Ademas, ha sido reportada la presencia
de triterpenoides, flavonoides, acidos grasos y taninos aislados en las hojas (Jeong et al.,
2009) asi como glucosidos y fenoles, mientras que los alcaloides se encuentran ausentes
(Faris et al., 2011). Pese a que todos coinciden en que la planta es muy rica en terpenos, la
concentracion de estos es altamente variable. Esta variabilidad, como sucede con el resto de
los metabolitos secundarios esta influenciada por la estacionalidad, la latitud y el ambiente
(Lopez-Mejia, 2015).
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Montafio-Neco (2011) realizo el primer estudio en México sobre Callistemon citrinus, un
andlisis quimico del extracto etandlico de hojas y flores de dos edades fisioldgicas (4 y 10
afios). El analisis de GM/MS mostré que los extractos de hoja y flores de una planta de 10
afios tienen 32 compuestos de los cuales comparten 18, siendo los mas abundantes en ambos
extractos el felandreno, el limoneno, el eucaliptol, el a-terpinol y el mentol. En el caso del
extracto de planta de afios de edad present6 48 compuestos, de los cuales s6lo 10 son comunes
con los encontrados en el extracto de hojas de una planta de 10 afios. El extracto de las flores

de una planta de 4 afios, contiene 19 compuestos y solamente 7 son comunes.

Las plantas de cuatro afios que estudio Montafio-Neco, son las mismas que se utilizaron para
la obtencion de los extractos del presente estudio (las plantas ahora tienen 10 afios de edad).
En nuestro estudio, solo el eucaliptol y el limoneno se mantienen como compuestos
terpenicos mayoritarios comparados con los que encontré Montafio-Neco (2011) y
corresponden a los que reportan en la litera mas abundantes para Callistemon citrinus.
También se encontrd un menor nimero de compuestos. Esto corrobora que la produccion de
los metabolitos secundarios también variable en funcion de la edad, y en el caso de nuestra
planta de estudio, disminuye con el tiempo.

Los compuestos terpénicos que presentan los extractos de C. citrinus presentan muchas
actividades bioldgicas reportadas en la literatura, destacando la actividad anticancerigena de

varios de los compuestos (Petronilho et al., 2013).

Fischer y Dethlefsen (2013), probaron las propiedades bioldgicas del eucaliptol, destacando
su actividad broncodilatadora, mucolitica y antinflamatoria. Mas recientemente, en 2017,
Samphat et al., reportaron la actividad anticancerigena in vitro del 1,8-cineol extraido de C.
citrinus en tres lineas celulares: Los resultados de este estudio sugieren que este compuesto
muestra un importante potencial anticancerigeno de manera dosis-dependiente y que la
induccion de muerte celular esta dada a través de apoptosis mediada por ROS a dosis de 50

pug/mL.

El d-limoneno, es (después del eucaliptol) el siguiente monoterpeno mas abundante reportado
en los aceites esenciales de C. citrinus y existen diversos reportes sobre su actividad
anticancerigena in vitro en in vivo. Hay una amplia evidencia probada en modelos animales
de que este compuesto, cuando se ingiere, exhibe un amplio espectro de actividades

bioldgicas que incluye efectos quimioterapéuticos y quimiopreventivos. Y aunque los
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mecanismos exactos de accién in vivo del d-limoneno no estan claros, la inmunomodulacién

y los efectos antiproliferativos son los que se informan comdnmente (Miller et al., 2010).

Otros compuestos para los que se han reportado actividades anticancerigenas son el fitol
(Sheja et al., 2016), el DDMP (Ban et al., 2007) y el terpinoleno (Aydin et al., 2013).

Contenido de fenoles totales y flavonoides

Se encontré la presencia de compuestos fenolicos tanto en hojas como en flores de
Callistemon citrinus. El contenido de fenoles totales arrojé como resultado una concentracion
mas alta (aproximadamente 40% mas, casi el doble) en las flores que en las hojas con 391.25
+ 48y 254.02 + 17.8 miligramos equivalententes de acido galico (GAE)/mL respectivamente
(Fig. 6). Cid-Estrada (2014) fue el primero en determinar la presencia de compuestos
fenolicos en C. citrinus cultivado en México reportando un contenido de 502 y de 251
GAE/mL para los extractos de flores y hojas, respectivamente. En este caso, el contenido de
fendlicos fue el doble en flores que en las hojas. Pérez-Gonzélez (2016) encontré una
proporcion similar con un 50% mas de fendlicos en hojas que en flores.

Los resultados del presente estudio son muy similares y concuerdan a los reportados
previamente para extractos etandlicos de C. citrinus de México donde las flores presentan

una mayor proporcién de compuestos fenolicos que las hojas.
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Fig. 6 Contenido de fenoles totales en los extractos de flores y hojas de C. citrinus medido por la
técnica de Folin-Ciocalteu y expresado en equivalentes de acido galico (GAE) por mililitro (n=3,

promedio £ SD)
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También se determin0 la presencia de flavonoides tanto en hojas como en flores de C. citrinus
(Fig. 7). Para el caso de las hojas el contenido fue de 82.8 £5.2 mg de rutina/mL de extracto
y para las flores de 29.4 £ 2.3 mg de rutina/mL. En este caso, y a diferencia del contenido

de fenoles totales, las hojas presentan una mayor cantidad de flavonoides que las flores.

El contenido de flavonoides en extractos de C. citrinus cultivado en México también ha sido
reportado previamente por Cid-Estrada (2014) y Pérez-Gonzalez (2016). El primero
reporta un contenido de flavonoides de 130 mg/mL y 30 mg/mL de equivalentes de rutina
para los extractos de hoja y de flor, respectivamente, mientras el segundo reporta 100 y 27.9
mg de rutina/mL de extracto para hojas y flores, respectivamente. Estos datos sugieren que a
pesar de que la cantidad de flavonoides es ligeramente variable, siempre es mayor en los
extractos de hojas que en los de flores. Por lo tanto, el tipo de compuestos fenolicos
mayoritarios en las flores (cuyo contenido de fenoles totales es mayor que en hojas) debe
deberse a otro tipo de fendlicos que no son flavonoides, posiblemente acidos fendélicos o

antocianinas
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Fig. 7 Contenido de flavonoides en los extractos de flores y hojas de C. citrinus medido por la
técnica del cloruro de aluminio expresado en mg de rutina por mililitro de extracto (n=3, promedio
+ SD).

Los compuestos fendlicos que han sido reportados para C. citrinus incluyen al acido galico,

la rutina, el eucaliptino, el 8-dimetil-eucaliptin, el galato de metilo, el acido protocatecuico,
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sideroxilina, sizalterina y la quercetina (Park et al., 2010; Khanh, et al., 2016; Pérez-
Gonzalez, 2016).

Capacidad antioxidante in vitro de C. citrinus

Ambos extractos presentaron importante capacidad antioxidante in vitro con las tres

metodologias utilizadas en el presente estudio (Fig. 8).

El extracto de las flores fue el que present6 la mayor capacidad para reducir el DPPH (p <
0.0001) y el fierro (p < 0.05) respecto al extracto de las hojas. En cuanto a la capacidad para
inhibir la produccién del radical ABTS, ambos extractos tuvieron el mismo poder (expresado
en equivalente de trolox, un conocido antioxidante) no habiendo diferencia estadisticamente

significativa entre ambos.
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Fig. 8 Capacidad antioxidante de los extractos de flores y hojas de C. citrinus expresado en
equivalentes de trolox por miligramo de peso del extracto medido por tres técnicas distintas: DPPH,
ABTS y FRAP. Tukey (*p < 0.05; **** p < 0.0001) (n=3, promedio = SD).
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El hecho de que el extracto de flores presenta una mayor capacidad antioxidante puede estar
relacionado con que este extracto es el que presenta un mayor contenido de compuestos
fendlicos, que son precisamente los metabolitos secundarios a los que mas se les atribuye
esta actividad bioldgica, debido a la abundancia de grupos hidroxilo en su estructura quimica.

No obstante, aunque sea mayor la capacidad antioxidante del extracto etanolico de las flores,
ambos extractos presentan un potencial antioxidante muy elevado respecto a otros
compuestos quimicos y otros extractos vegetales, como lo revela el estudio realizado por
Cid-Estrada en 2014 donde determin6 por primera vez la actividad antioxidante in vitro de
tres plantas que se cultivan como ornamentales en México: Callistemon citrinus, Plumbago
auriculata e Hibiscus rosa-sinensis por los métodos DPPH, FRAP Y ABTS. Para el caso
particular de C. citrinus con el método DPPH, el extracto etanélico de flor mostré tener un
alto poder antioxidante ya que a partir de una concentracion de 100 pg/mL del extracto
presentd un 90 % de RSA (Radical Scavenging Activity — porcentaje de la actividad de
captura de radicales), mientras que el extracto etanélico de hoja obtuvo ese mismo porcentaje
a una concentracion de 250 pug/mL. Cabe mencionar que el &cido galico usado como control
tuvo un 90% de RSA con una concentracion de 60 pg mientras que el Trolox mostr6 ese
mismo porcentaje de RSA con una concentracion de 1000 uM. Los resultados demuestran
que el extracto etanolico de la flor de C. citrinus tiene una mayor actividad antioxidante que
el extracto etandlico de la hoja, que presentd un RSA del 90% a partir de los 200 pg/mL. Por
lo tanto, los resultados reportados por Cid-Estrada en 2014 concuerdan con los obtenidos

en la presente investigacion.

Pese a que la presencia de una gran diversidad de compuestos terpénicos en los extractos de
C. citrinus se sabe por un estudio previo llevado a cabo por Pérez-Gonzalez (2016), que
éstos no son los responsables de la alta capacidad antioxidante que presenta la planta. Pérez-
Gonzalez, atribuye esta actividad a los compuestos fenolicos. El alto contenido de fenoles se

correlaciona ademas con la alta capacidad antioxidante en ambos extractos.
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CONCLUSION

Los extractos etanolicos de hojas y flores de C. citrinus son ricos en compuestos terpénicos,
siendo el 1-8 cineol el mas abundante. Ademas, ambos extractos tienen un contenido
importante de compuestos fendlicos y flavonoides que presentan una alta capacidad
antioxidante in vitro por lo que son susceptibles a su investigacion con fines terapéuticos en

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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6.2. Capitulo 11

Efecto de los extractos de Callistemon citrinus en el desarrollo cancer de colon en ratas
inducido con 1,2 dimetilhidrazina

RESUMEN

El presente estudio se llevé a cabo con el objetivo de examinar el efecto de los extractos de
hojas y flores de C. citrinus en el desarrollo del cancer de colon inducido con 1,2
dimetilhidrazina (DMH) en ratas. Se establecieron cuatro grupos de animales (n=8). El
primero sirvié como grupo control y los otros tres fueron administrados con 5 dosis de 65
mg/kg de DMH via subcutanea durante las primeras 3 semanas. Los grupos 3 y 4 fueron
administrados con los extractos de hojas y flores (respectivamente) de C. citrinus a dosis oral
diaria de 250 mg/kg durante todo el experimento que tuvo una duracion de 22 semanas. Los
animales fueron sacrificados y se evalu6 la presencia de tumores y de fosas cripticas
aberrantes (FCA). También se analizaron las proteinas séricas y la albumina. EI 100% de los
animales administrados Unicamente con DMH desarrollo tumores, contra el 66% de los que
recibieron el extracto de hojas. El grupo tratado con el extracto de hojas también presento un
namero menor de FCA que el grupo tratado solo con el carcindgeno (15 contra 36 FCA,
respectivamente). Los valores de las proteinas séricas en el grupo control negativo también
fueron menores respecto al control normal y el tratado con extractos de hojas. En contraste,
los extractos de flores tuvieron un efecto negativo y solo un individuo sobrevivio al
experimento, no presentando tumores. Por lo tanto, los resultados sugieren que los extractos
de hojas pueden tener un potencial uso como agentes quimioprotectores.

Palabras clave: Callistemon citrinus, cancer colorrectal; carcinogénesis, quimioproteccion,
1,2 dimetilhidrazina.

ABSTRACT

The present study was carried out to examine the effect of C. citrinus leaves and flowers
extracts in the development of colorrectal cancer induced with 1,2 dimethylhydrazine (DMH)
in rats. Four groups of animals were established (n = 8). The first group served as a control
group and the other three were administered with 5 doses (65 mg / kg) of DMH
subcutaneously for the first 3 weeks. Groups 3 and 4 were treated with extracts of leaves and
flowers (respectively) of C. citrinus at daily oral dose of 250 mg / kg throughout the
experiment, which lasted 22 weeks. The animals were sacrificed and the presence of tumors
and aberrant crypt foci (AFC) were evaluated. Serum proteins and albumin were also
analyzed. 100% of the animals administered only with DMH developed tumors, against 66%
of those who received the leaf extract. The group treated with the leaf extract also presented
a lower number of AFC than the group treated only with the carcinogen (15 against 36 AFC,
respectively). The values of the serum proteins in the negative control group were also lower
compared to the normal control and that treated with leaf extract. In contrast, the flower
extract had a negative effect and only one individual survived the experiment, not presenting
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tumors. Therefore, the results suggest that leaf extract may have a potential use as
chemoprotective agent.

Keywords: Callistemon citrinus, colorrectal cancer; carcinogenesis, chemoprevention, 1,2
dimethylhydrazine.

INTRODUCCION

El cancer colorrectal es considerado un grave problema de salud mundial pues representa el
cuarto tipo de cancer mas comun y el tercero en mortalidad. En México el cancer es la tercera

causa de muerte mas importante entre los tipos de cancer (Aldaco, 2012).

La mayor parte de los casos ocurren de manera espontanea y Unicamente se considera que el
20% se atribuyen a una causa genética heredable. Una vez diagnosticado la sobrevivencia es
de 5 afios en promedio (OMS, 2015).

Los principales factores ambientales asociados como causa del cancer colorrectal son la
alimentacion (baja ingesta de fibra, bajo consumo de frutas y vegetales, alta ingesta de grasas
y alimentos de origen animal), el consumo de bebidas alcohdlicas, la obesidad y el
sedentarismo, el tabaquismo vy el estrés (Pifia, 2007). Los ROS también juegan un papel
importante en la regulacion de diversas vias de sefializacidn en la carcinogénesis, por lo que
la regulacion del estrés oxidativo debe ser un factor clave en la busqueda de compuestos
quimioprotectores (CITA)

El hecho de que el 80% de los casos de cancer se asocien con el ambiente y de que la mayoria
de los casos se diagnostican en estadios avanzados de la enfermedad, la estrategia mas
importante para atacar esta problematica debe basarse en su prevencion.

Los modelos biologicos de estudio de CCR juegan un papel muy importante en la
investigacion para la prevencion, el tratamiento y la cura de esta enfermedad (Pifia, 2007).
Existen diversas sustancias utilizadas para la induccion de cancer colorrectal en animales.
destacando la 1,2-dimetilhidrazina (DMH) pues produce una alta incidencia de adenomas y
adenocarcinomas en el colon y recto de roedores debido a su actividad alquilante de los
acidos nucléicos del epitelio intestinal y sus propiedades mutagénicas. Este carcin0geno
actua modificando el genoma del enterocito ocasionando alteraciones como la pérdida de
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diferenciacion celular, ganancia de invasividad y conducta proliferativa anormal (Lodish et
al., 2003; Pifia, 2007; Corpet y Tarché, 2002).

Callistemon citrinus presenta una amplia diversidad de compuestos anticancerigenos
reportados, incluyendo terpenoides, &cidos fendlicos y flavonoides. También presenta una
alta capacidad antioxidante. Muchos de estos compuestos, asi como los propios extractos de
la planta, han demostrado selectivamente estas propiedades en modelos in vitro de cancer
colorrectal por lo que se considera oportuno estudiar y corroborar el posible efecto

quimiopreventivo en un modelo in vivo de CCR.

En el presente capitulo se analiza y discute el efecto de la administracion de los extractos de
hojas y flores de C. citrinus que crece en México, en un modelo de cancer de colon inducido
con 1,2 dimetilhidrazina en ratas.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los extractos

Se prepararon extractos etanolicos de hojas y flores de C. citrinus tal y como se describe en

el Capitulo | de la presente tesis.

Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, criadas y mantenidos en condiciones estandar:
12 horas de luz/12 horas oscuridad, humedad relativa 60-70 %, temperatura de 20°C, con
libre acceso a comida y agua. Los animales utilizados tuvieron una edad de 6 a 8 semanas y
peso promedio de 200 gr al inicio del experimento. Fueron mantenidos en el bioterio del
Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo. La atencidn de los animales y el proceso experimental se llevaron a cabo
de acuerdo a la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999).
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Modelo de carcinogénesis colénica experimental

Se utiliz6 el método de induccidn de cancer colorrectal con 1,2-dimetilhidrazina (DMH)
modificado de Jucé et al., (2014). Se utilizaron 32 ratas sanas que fueron distribuidas

aleatoriamente en 4 grupos (n=8) (Fig. 9).

El grupo 1 sirvio como grupo normal (control) y Gnicamente se le administro la solucion

vehiculo.

Los grupos 2, 3 y 4 (DMH, DMH + hoja y DMH + flor, respectivamente) fueron
administrados con 5 inyecciones via subcutanea de una solucion acuosa de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) a dosis de 65 mg/Kg durante las primeras 3 semanas del
experimento. La solucién fue preparada disolviendo la DMH en una solucion de NaCl 0.9%
con 1.5% de EDTA a un pH de 6.5.

' GRUPOS |
.4 22 semanas
s {Caritzdl Semana 1-3
___________________________ : a .g,
* DMH HC M.
YSNTTCH,
H
. DMH 3 DMH (65 mg/kg) | Extracto de hojas
R : a 5 dosis ; : 250 mg/kg
,HOJa = - Via subcutanea | Dosis oral diaria
« DMH + .| Extractode flores

Flor , a 250 mg/kg
Dosis oral diaria

Fig. 9 Diagrama del modelo de induccion de cancer de colon con 1,2 dimetilhidrazina
(DMH). Se utilizaron 4 grupos con una n inicial de 8 individuos. Grupos 2, 3y 4 fueron
administrados con 5 dosis subcutaneas de DMH durante las 3 primeras semanas del
experimento. Los grupos 3y 4 fueron administrados con una dosis oral diaria de 250
mg/kg de los extractos de hojas y flores de C. citrinus respectivamente disueltos en aceite
de maiz comercial. El grupo 1 sirvid de grupo control y el experimento duro 22 semanas.

Adicionalmente y a partir de la primera semana del experimento, los grupos 3 y 4 recibieron

los extractos de hoja y flor (respectivamente) de C. citrinus por via oral a una dosis diaria de
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250 mg/Kg con ayuda de una canula intragastrica. La solucion vehiculo donde se disolvieron

los extractos fue aceite de maiz comercial de la marca Mazola®.

Agua y comida fue administrada ad libitum. Se llevd un control de peso semanal de los
animales para ajustar las dosis de los extractos. La duracién total del experimento fue de 22
semanas, al término de las cuales todos los individuos fueron sacrificados por sobredosis de
pentobarbital sodico (150 mg/Kg), para los posteriores estudios y determinaciones. También
se tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca, se colocaron en tubos sin anticoagulante
y, pasada una hora, fueron centrifugadas a 4°C y 3000 rpm durante 20 minutos para obtener

suero. Este se mantuvo a — 20°C hasta que fue utilizado.

Analisis macroscépico de tumores

Una vez sacrificados los animales fueron diseccionados mediante una incision toracico-
abdominal media para buscar evidencia de tumores visibles en los 6rganos internos.
Posteriormente se extrajeron el intestino grueso y el higado. El intestino fue abierto
longitudinalmente y ambos 6rganos fueron lavados con solucién fisioldgica (NaCl 0.9%). Se
observd y registrd la presencia de masas tumorales en el intestino grueso. Muestras de colon
e higado fueron congeladas inmediatamente a -20°C para las posteriores determinaciones

enzimaticas.

Fosas cripticas aberrantes

Las fosas de criptas aberrantes (FCA) son las primeras lesiones pre neoplasicas que se
evidencian en modelos de carcinogénesis colonica experimental (Pifia, 2007). Para el estudio
de las FCA se tomaron muestras (1 cm?) de las diferentes porciones del colon (proximal,
medio y distal) que se colocaron en papel filtro y se fijaron en formaldehido (4 %) durante
24 horas. Posteriormente fueron tefiidas con una solucion de azul de metileno al 0.2% y
observadas al microscopio (10X). Las FCA se caracterizan por tener un borde epitelial
engrosado, presentar aberturas laminales y ser de mayor tamafio evidente que las criptas que

las rodean.
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Estudio histoldgico

Se tomaron muestras de lesiones tumorales y zonas sanas del colon para realizar un estudio
histopatolégico. Las muestras fueron fijadas en una solucion de formalina (10%) durante 48
horas. Posteriormente fueron embebidas en parafina y se realizaron cortes transversales de
un grosor de 7 um con ayuda de un micrétomo. Los cortes fueron tefiiddos mediante la tincion

hematoxilina-eosina y observados al microscopio.

Proteinas totales y albumina sérica

Se midi6 la concentracion de proteinas totales en los homogenados citosolicos y en el suero
de los animales usando el método de Bradford (1976) adaptado para analizar bajas

concentraciones mediante un micrométodo disponible comercialmente.

La albumina sérica fue determinada mediante la técnica de verde de bromocresol.
La albamina se combina con el verde de bromocresol a pH ligeramente &cido, produciéndose
un cambio de color del indicador, de amarillo verdoso a verde azulado proporcional a la
concentracion de albumina. La muestra se midio a 590 nm en espectrofotometro (Gendler
1986).

Tanto para las proteinas totales como para la albumina sérica se utilizé albumina sérica

bovina (1 mg/mL) para la curva patron (Anexos 6 y 7).

Analisis estadistico

Los datos numéricos obtenidos fueron analizados y procesados utilizando el programa de
Microsoft Excel 2016 y el programa GraphPad Prism 6.0 para Windows. Fueron comparados
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA), asi como la prueba de comparacién
maltiple de Dunn, considerando tres niveles de significancia: *P<0.05; **P<0.01 y ***
P<0.001.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Modelo de carcinogénesis

El modelo de carcinogénesis colonica fue establecido exitosamente. EI 100% de los animales
del grupo tratado unicamente con el carcinogeno DMH desarrollo tumores en el intestino
grueso. Ningun individuo del grupo control presento lesiones tumorales espontaneas (Fig.
10). Tampoco se encontraron tumores en otra localizacion distinta al intestino en ninguno de

los grupos.

Animales de los cuatro grupos murieron durante las 22 semanas que duro el experimento.:
dos del grupo control (semanas 2 y 5), dos del grupo tratado con DMH (semanas 1 y 7), dos
del grupo tratado con el extracto hojas de C. citrinus (semanas 2 y 9). Debido a que ocurrié
el mismo numero de muertes espontaneas en estos grupos y en diferentes momentos del
experimento, estas muertes son atribuidas a causas naturales considerando el largo periodo
de duracion del experimento. En cambio, en el grupo tratado con los extractos de flores y que
ademas se indujo la carcinogénesis, murieron 7 de los 8 individuos a lo largo del experimento.
La necropsia de estos individuos mostro tumores en 3 de ellos. El Gnico individuo que

sobrevivo no presentaba ningun tumor (Tabla 3).

Fig. 10 Imagen representativa del modelo de carcinogénesis colonica experimental: a)
colon de un individuo del grupo control donde no se observan masas tumorales; b) colon de
uno de los individuos del grupo tratado Unicamente con el carcinégeno. Las masas
tumorales se observan encerradas en circulos amarillos. En ambos casos, los intestinos
estan orientados de manera que la zona proximal se localiza a la izquierda y la distal a la
derecha de la imagen.
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Un estudio previo (Loépez-Mejia, 2015) no encontrd6 mortalidad ni toxicidad por la
administracion de extractos de hojas y flores C. citrinus a dosis oral diaria de 1000 mg/kg
por 28 dias (una dosis cuatro veces mas alta que la empleada en la presente investigacion).
Tampoco se reporta en la literatura evidencia de toxicidad o la presencia de algin compuesto
potencialmente toxico presente en los extractos de flor. Ademas, las flores de C. citrinus son
consumidas por los indigenas australianos desde hace milenios (Cook, 2012). Por lo tanto,

resulta muy significativa la muerte de estos animales.

Una posible explicacion puede estar relacionada con el hecho de que los extractos de flores
presentan un elevado poder antioxidante (40% mas que los extractos de las hojas). El
consumo de dosis muy altas de antioxidantes ha sido debatido ampliamente en la literatura
y, a pesar de que los datos aun no son del todo concluyentes, hay evidencia de que

suplementaciones altas de antioxidantes pueden ser perjudiciales para la salud.

Esta controversia es denominada en la literatura como “la paradoja de los antioxidantes™ y se
refiere a la evidencia de que los antioxidantes, en determinadas circunstancias, podrian tener

un efecto negativo.

El estrés oxidante y el proceso tumoral se encuentran estrechamente relacionados a través de
la oxidacion del material genético. Distintos estudios apuntan a que una pequefia cantidad de
oxidantes, tales como el peroxido de hidrégeno, juegan un papel crucial como segundos
mensajeros en la transduccion de sefiales para la activacion, diferenciacion y proliferacion
celular. Parece ser que la induccion o inhibicion de la proliferacion celular depende de los

niveles de oxidantes y antioxidantes en la célula. (Saavedra et al., 2010).

Tabla 3. Incidencia de masas tumorales en el colon tras 22 semanas de experimentacion.

Grupo Ratas con Ratas sin Total de tumores por zona Tumores Tumores
tumores tumores totales por rata
Proximal Medio Distal

Control 0 (0%) 6 (100%) 0 0 0 0 0
DMH 6 (100%) 0 (0%) 4 13 9 26 4.3

DMH + 4 (66%) 2 (33%) 4 12 11 27 4.5
Hoja

DMH + 0 (0%) 1 (100%) 0 0 0 0 0
Flor
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Como se menciono previamente, en ningdn individuo del grupo control aparecieron tumores
espontaneos. En el grupo tratado con el carcindgeno (DMH) se evidencio la formacion de un
total de 26 tumores, predominando la zona media con 13 tumores totales (50%). El promedio

de tumores por rata en este grupo fue de 4.3 y hubo presencia de ellos en todas las ratas.

En el grupo con CCR inducido pero administrado con los extractos de hoja, se encontraron
tumores en 4 de los seis individuos sacrificados al final del experimento. Tampoco los dos
que murieron espontaneamente los presentaron. En este caso el nimero total de tumores fue

de 27, con un promedio de 4.5 tumores por rata.

Finalmente, en el grupo administrado con extracto de flores, tres individuos muertos antes de
finalizar experimentos revelaron la presencia de tumores. El Unico individuo que sobrevivid

al final del experimento no presento ningn tumor.

De manera general, la zona media del colon presentd mas tumores en promedio (10), seguida
de la zona distal (7.75) y finalmente la zona proximal (2.75). Estos datos concuerdan con los
reportados en la literatura, donde la incidencia de tumores es siempre menor en la zona

proximal (Juca et al., 2014).

El hecho de que el 33 (%) de los animales del grupo DMH+Hoja no presentaron tumores,
comparado con el hecho de que el 100 % de los tratados Unicamente con DMH los

presentaron, es un indicativo de que el extracto tiene un efecto protector en algin grado.

El andlisis histolégico de las masas tumorales mostro un alto grado de displasia, con la total
desdiferenciacion y perdida de la anatomia de la mucosa normal, correspondientes con un
adenocarcinoma (carcinoma de colon) (Fig. 11). Estos resultados sugieren que la DMH es
capaz de producir carcinomas de colon a 22 semanas a la dosis utilizada en este estudio, por
lo que es un buen modelo para estudiar el desarrollo de cancer de colon. En contraste, Pifia
(2007), tras 15 semanas de experimentacion, no encontré formacion de masas tumorales en

ratas tratadas con DMH y dextran sulfato.
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Fig. 11 Histologia del colon: a) mucosa colonica normal de uno de los individuos del grupo
control. Pueden observarse las criptas de Liberkhun (1) y el musculo liso (2).; b)
adenocarcinoma del grupo tratado con la DMH, se observa un alto grado de displasia con
una total perdida de la anatomia de la mucosa normal (3). Tincién Hematoxilina-Eosina
(10X).

Focos de criptas aberrantes

Los focos o fosas de criptas aberrantes (FCA) son lesiones preneopléasicas que se han
utilizado para evaluar la iniciacion y promocion de la carcinogénesis inducida quimicamente
(Pifia, 2007).

En el presente estudio, se evalud la presencia de FCA en el colon para lo cual fueron tefiidas

con azul de metileno y observadas al microscopio (Fig. 11).

En el grupo control no se observd ninguna FCA. En el grupo tratado con DMH se contabilizo
un total de 36 focos de criptas aberrantes en las tres zonas del colon, predominando en la
zona distal (50%) (Tabla 4)
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Tabla 4. Incidencia de FCA en las tres zonas del colon tras 22 semanas de experimentacion.
La presencia de FCA es significativamente mayor en el grupo DMH que en los administrados
con los extractos.

Focos de Cripticas Aberrantes (FCA)
Grupo Proximal Medio Distal Total
Control 0 0 0 0
DMH 9 (25%) 9 (25%) 18 (50%) 36
DMH-+Flores 0 (0%) 4 (66.6%) 2 (33.3%) 6
DMH+Hojas 0 (0%) 3 (20%) 12 (80%) 15

Fig. 12 a) Fosas normales del epitelio intestinal perteneciente a un individuo del grupo
control; b) Foco de criptas aberrantes (FCA) de un individuo tratado con DMH. Notese los
bordes epiteliales engrosados y su proyeccion (levantamiento hacia la luz intestinal).
Tincion azul de metileno (0.2%) 40 X.
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En Unica rata que sobrevivo del grupo flores, se contabilizaron 6 FCA: 4 en la zona media y

dos en la zona distal.

En el grupo tratado con los extractos de hojas, se contabilizaron 15 FCA (menos de la mitad
del grupo tratado tnicamente con el carcindgeno). Predominando las FCA en la zona distal
(80% del total).

El considerable mayor numero de FCA en el grupo DMH es un indicador de que el proceso
de carcinogénesis continua, por lo que el hecho de que los grupos tratados con los extractos
presenten un numero mucho menor de estas lesiones podria ser un indicador que los extractos

ayudan a disminuir el proceso carcinogénico con el tiempo.

Control de peso

Durante las 22 semanas se llevo un registro semanal del peso de los animales con el objetivo

ajustar la dosis de administracion de los extractos (Fig. 13).

El peso inicial fue de 143 £ 33 para el grupo control, 115 + 18 en el grupo DMH, y 120 + 14
y 112 + 28 g para los grupos tratados con los extractos de hojas y flores, respectivamente. El
peso tras 22 semanas fue de 393 + 32 (control), 395 + 35 (DMH), 363 £ 30 (extracto de hojas)
y 412 g (extracto de flores).

En ningunos de los tratamientos hubo diferencias significativas (Dunn, p < 0.05) en el peso
promedio de los animales, sin embargo, el peso de los animales del grupo tratado con el
extracto de hojas fue menor en cerca de un 10% que el resto de los tratamientos. En un trabajo
previo (LOpez-Mejia, 2015) también se reportd que los extractos de hojas tuvieron el efecto
de disminuir el peso final de los animales en un estudio tras 28 dias con dosis de 1000 mg/kg
del extracto etanolicos de las hojas, por lo que atribuimos esta disminucién al efecto del

extracto y no como sintoma de la enfermedad.
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Fig. 13 Grafico que representa el peso inicial y final de los animales del experimento. No hay

diferencias significativas entre los tratamientos, (Dunn's, p < 0.05; n=6).

Un estudio similar, llevado a cabo por Pifia (2007) no encontrd diferencias significativas en
el peso de los grupos control y los tratados con DMH tras 15 semanas de experimentacion.
Otro estudio, llevado a cabo por Onose et al (2004) presento resultados similares tras un
experimento que duro 26 semanas y donde la dosis de DMH administrada fue de 40 mg/kg
para la induccion del CCR. Estos resultados muestran que la DMH a las dosis y empleadas y
el tiempo de duracion del experimento no son letales ni muestran efecto negativo en el

desarrollo de los animales.

Proteinas y albimina en suero

Se determind la concentracion sérica de proteinas y albumina en los cuatro grupos
experimentales (Fig.14). EI grupo control presento una concentracién de 6.3 + 0.9, el grupo
DMH 5.4 + 0.7, y los tratados con DMH mas los extractos 5.0 y 6.1 + 0.5 mg/mL. El analisis
de varianza no mostro diferencia significativa entre los grupos, sin embargo de acuerdo a los
valores normales, que son de 5.9 a 7.9 mg/mL para ratas macho de 22 semanas de edad
(Le6n-Gonii et al., 2011) los grupos DMH y DMH + flores presentaron bajos niveles de

proteinas sericas. Los niveles bajos de proteinas séricas son un indicador de estadios
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avanzados de cancer de colon y se le conoce como perdida de proteinas por enteropatia
gastrointestinal (Warner; 2016).

Los valores de la albumina son similares entre ellos, y caen dentro del rango de valores

normales (2.4 — 4.6 mg/mL).
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Fig. 14 Proteinas y albimina sérica de los 4 grupos experimentales. Pese a que no hay
diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA, p < 0.05; n=3).

CONCLUSION

Los extractos de hoja de C. citrinus tuvieron un efecto en la disminucién de los animales que
presentaron menos tumores en un 33% respecto al grupo control negativo (donde hubo un
100% de formacion tumoral). También tuvieron un efecto positivo en el proceso de
carcinogenesis disminuyendo el nimero de lesiones preneoplasicas (FCA) y manteniendo
normales los valores de las proteinas séricas. Los extractos de las flores, a la concentracion

utilizada, tuvieron un efecto negativo, acelerando la muerte de los individuos del grupo.
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6.3 Capitulo 111

Induccion de enzimas antioxidantes y de fase 11 por los extractos de Callistemon citrinus

en un modelo de cancer colorrectal

RESUMEN

La induccion de enzimas antioxidantes y de fase Il es uno de los mecanismos importantes
implicados en la quimioprevencion del cancer. En este estudio, se evalué la capacidad de los
extractos de hojas y flores de C. citrinus para inducir la actividad de enzimas antioxidantes
(superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y de la fase 11 (quinona reductasa y
glutation s-transferasa) en un modelo de cancer de colon inducido con 1,2 dimetilhidrazina
(DMH) tras 22 semanas. También se cuantifico el contenido de glutation (GSH) como un
marcador de dafio por estrés oxidativo. Los extractos fueron administrados a dosis oral diaria
de 250 mg/kg durante todo el experimento. Las actividades se determinaron en el higado, el
colon proximal, medio y distal. La DMH tuvo un efecto negativo disminuyendo la actividad
de las enzimas en la mayoria de los tejidos. Por el contrario, los extractos de hojas y flores
ayudaron a mantener la actividad igual o incrementarla con respecto al grupo control y nunca
menor que el grupo tratado Unicamente con el carcinogénico. El contenido de GSH en los
diferentes 6rganos disminuy6 Unicamente en el grupo tratado con DMH, manteniéndose
normal o superior en los tratados con los extractos, lo que indica un menor dafio por estrés
oxidativo. Los resultados de este estudio demostraron la capacidad de los extractos de C.
citrinus para inducir la actividad de enzimas de fase Il y antioxidantes, y disminuir el dafio
por estrés oxidativo, que puede ser ventajoso en la prevenciéon y el tratamiento de
enfermedades como el cancer colorrectal.

Palabras clave: Callistemon citrinus, enzimas antioxidantes, enzimas de fase 1,
quimioproteccion, cancer colorrectal, induccidn enzimatica.

ABSTRACT

Induction of antioxidant and phase Il enzymes is one important mechanism involved in
cancer chemoprevention. In this study, the capacity of C. citrinus leaves and flowers extracts
to induce the activity of superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase and phase
Il enzymes (quinone reductase and glutathione s-transferase) were evaluated in a model of
colorrectal cancer induced with 1,2-dimethylhydrazine (DMH) after 22 weeks. The content
of glutathione (GSH) was also quantified as a marker of oxidative stress damage. The extracts
were administered at a daily oral dose of 250 mg / kg. The activities were determined in liver,
proximal, middle and distal colon. DMH had a negative effect decreased the activity of
enzymes in most tissues. By contrast, the extracts of leaves and flowers help maintain the
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activity equal or higher than the control group and never less than the group treated only with
the carcinogen. The content of GSH in the different tissues decreased only in the group
treated with DMH, remaining normal or superior in the treatments with the extracts, which
indicates a lower damage by oxidative stress. The results of this study demonstrated the
ability of C. citrinus extracts to induce the activity of phase Il and antioxidant enzymes, and
reduce damage by oxidative stress, which can be used in the prevention and treatment of
diseases such as cancer colorectal.

Keywords: Callistemon citrinus, antioxidant enzymes, phase Il enzymes, enzymatic
induction, chemoprevention, colorrectal cancer.

INTRODUCCION

La quimioprevencion se define como “el uso de sustancias naturales o sintéticas para reducir
el riesgo de desarrollar cancer o reducir las posibilidades de que el cancer vuelva a aparecer”
(Sporn, 1976). Entre los mecanismos de quimioprevencion se pueden incluir la induccion de
enzimas de fase 11 y de enzimas antioxidantes, asi como la inhibicion de enzimas activadoras

de carcinogenicos (Pifia, 2007).

El inicio del proceso de carcinogénesis es en muchos casos el resultado del dafio al ADN por
metabolitos carcindgenos electréfilos, o por especies reactivas de oxigeno que surgen durante
el metabolismo carcindgeno o procesos celulares enddgenos. Las células de los mamiferos
han desarrollado mecanismos multiples y elaborados para la proteccion contra tales
compuestos toxicos. Estos mecanismos de proteccion desarman y facilitan la eliminacion de
electrofilos reactivos y ROS. Hay mucha evidencia en la literatura que indica que la elevacion
de las enzimas de la fase 11 y de los niveles de glutation por compuestos bioactivos da como
resultado la proteccion contra los carcindgenos quimicos. De hecho, la modulacion del
metabolismo de los carcindgenos es una de las estrategias mas efectivas y bien establecidas
para proteger a los animales y sus células contra los efectos toxicos y neoplasicos de los

carcindgenos (Talalay et al., 1995).

Asi mismo, se sabe que los mecanismos por los que ciertos carcindgenos causan
carcinogeénesis estan mediados por los radicales libres. Por ejemplo, se ha demostrado que
las hidrazinas y sus derivados producen especies reactivas de oxigeno, inducen procesos de

dafio al ADN y promueven la carcinogenesis. Este tipo de carcindgenos pueden ser

49

=
2,
g



eliminados por los mecanismos depuradores de radicales libres incluyendo los sistemas
enzimaticos (enzimas superdxido dismutasa, peroxidasa y catalasas) y los no enzimaticos
(como el glutation). Estos sistemas de defensa antioxidante actan protegiendo los
componentes celulares del ataque de perdxidos y radicales libres, y altera asi los eventos en
el proceso de la tumorgénesis pues capturan directamente los radicales libres o interfieren
con la generacién de eventos mediados por radicales libres e inhiben el proceso neoplasico
(Sengottuvelan et al., 2006).

En el caso del cancer colorrectal, es particularmente alto el interés por encontrar compuestos
que actlen en su prevencion, debido a que, en la mayoria de los casos, cuando es
diagnosticado sucede en estadios tan avanzados que la supervivencia promedio es de solo 5
afios. Ademas, es uno de los tipos de cancer cuya aparicién se asocia mas a factores
ambientales que a hereditarios y se ha estimado que hasta el 90% de todos los casos de cancer
colorrectal podrian prevenirse (Beiggleter et al., 2003).

Callistemon citrinus contiene un importante nimero de compuestos bioactivos y se ha
demostrado en el capitulo previo su efecto para disminuir el proceso carcinogénico. Uno de
los posibles mecanismos podria ser via induccion de enzimas de fase Il y de enzimas
antioxidantes por lo que el objetivo de este capitulo es determinar la capacidad de induccion

de estas enzimas por los extractos de C. citrinus en un modelo de cancer de colon inducido.

MATERIALES Y METODOS

Modelo de cancer de colon y muestras biol6gicas

El modelo de cancer de colon corresponde al descrito en el capitulo 1l de la presente tesis. Se
tomaron muestras de higado y de las tres zonas del colon: proximal, media y distal de los
cuatro grupos: control, DMH, DMH + extractos de flores y DMH + extractos de hojas, que

fueron congeladas a -20°C hasta que fueron procesadas.

Preparacion de homogenados citosolicos

Se pesaron 0.25 g de higado y de las diferentes partes de colon (proximal, medio y distal) y

fueron homogenados en un mortero afiadiendo 1 mL de una solucién buffer de fosfatos 0.1
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M con SDS 1%. Se colocaron en tubos Eppendorf y centrifugaron dos veces: la primera vez
por un periodo de 20 minutos a 13 000 rpm (4°C) y la segunda durante cinco minutos a la
misma velocidad y temperatura. Se recuperé el sobrenadante y este fue congelado a -20°C

hasta su posterior utilizacion.

Determinaciones enzimaticas de la fase 11

- Quinona reductasa (QR)

Siguiendo la metodologia de Pérez et al., (2009) se prepard una solucién que contenia buffer
Tris HCI 25 mM pH 7.5, albamina 0.18 mg/mL, flavin adenin dinucléotido (FAD) 5 uM,
nicotinamida adenina dinucléotido fosfato reducido (NADPH) 0.2 mM y 2,6 — dicloro fenol
indol fenol (DCPIP) 40 uM en un volumen final de 1 mL, al que se le afiaden 10 uL de

homogenado citosélico. Se midié la absorbancia a 600 nm durante un minuto.

- Glutation S-transferasa (GST)

La determinacion se llevo a cabo segln el método establecido por Habig et al., (1974) y
modificado por Poor (2014). Se prepar6 una solucién que contenia 980 uL de buffer de
fosfatos 0.1 M pH 6.5, 10 uL. de GSH 10 mM y 10 uL de CDNB (1,cloro,2,4-dinitrobenceno)
100 mM. Se tomaron 900 puL de esta solucion y se afiadieron100 pL de muestra citosdlica.
Posteriormente se incub6 por 5 minutos a 30°C y se midié la absorbancia a 340 nm cada

minuto durante 5 minutos.

Determinaciones enzimaticas del sistema de defensa antioxidante

- Superoxido dismutasa (SOD)

Se llevd a cabo modificando el protocolo establecido por Giannopolitis (1976). Con esta
metodologia se mide la disminucién de la produccién de azul de formazan por efecto de la

actividad de la enzima.
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Se colocaron 10 pL de muestra problema y se afiadieron 40 uL de EDTA 0.1 M, 600 uL de
buffer de fosfato monobésico de potasio (KH2PO4) 0.067 M pH 7, 50 uL de riboflavina 0.12
mM, 20 uL de nitroblue tetrazolium (NBT) 1.5 mM. Posteriormente se colocé durante diez
minutos en luz bajo una ldmpara de 40 W. La absorbancia de la muestra se midié a 560 nm.

Se prepararon dos blancos: uno se coloca en oscuridad y otro en la luz.

Para determinar la actividad de la SOD por unidad se usé la siguiente formula (Moreno et.
al., 2010).:

UASOD = (VIv)-1
Donde:

UAsop es la unidad de actividad de SOD, V y v representan la absorbancia en ausencia y
presencia de SOD respectivamente. Posteriormente para determinar la actividad enzimatica

especifica (UAESOD) se utiliz6 la formula siguiente:

UAEsop= UASOD/ mg de proteina

- Catalasa (CAT)

Este ensayo se basa en el efecto de la catalasa sobre el H.O> generando agua y oxigeno
molecular como productos finales. Por lo tanto, se midié la disminucion de la absorbancia
del H202 como resultado a su degradacion (Kohen y Nyska, 2002). La actividad de esta
enzima se determin6 usando el método de Aebi (1984). En celdas de cuarzo se coloc6é 900
uL de buffer de fosfato (50 mM, pH 7), 1 pL de muestra, ademas de 50 pL de H202 (30 mM),
y de inmediato se mide la absorbancia a 240 nm, durante 3 minutos a intervalos de 30

segundos.

Para calcular la actividad de esta enzima se uso la siguiente formula:
K= (2.3/T) (log 10 A1/A2) (FD)

Donde:

K= Actividad de la catalasa

2.3= Coeficiente de extincion
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T= Intervalo de tiempo

Log A1/A2= Logaritmo base 10 de la diferencia entre la absorbancia mayor y menor en los
3 minutos

FD= Factor de dilucion

La diferencia en la absorbancia (AA240) por unidad de tiempo es medida la actividad de la

catalasa.

- Glutation peroxidasa (GPx)

La enzima glutation peroxidasa se determind siguiendo una adaptacion del método
establecido por Prabhu et al., (2001): En un volumen de 1 mL se coloc6 NADPH (0.5mM),
glutation reducido (100mM), 1 U de la enzima glutation reductasa, buffer de fosfatos 50 mM
pH 7, cucumeno 30 mM vy la muestra problema (en un volumen no mayor a 100 pL). Se

midié la absorbancia a 340 nm cada 30 segundos por 5 minutos.

Units/mg= (AA/min)/(26.6*mg homogenado)

Donde:

Units/mg= Actividad especifica por miligramo de proteina por mililitro
AA/min= Diferencia entre la absorbancia mayor y menor por minutos registrados

26.6= Coeficiente de extincion

Niveles de glutation reducido

Siguiendo el método de Sedlak y Lindsy (1968) en tubos de ensayo se coloco un volumen
de 20 pL de muestra problema, se complet6 a 500 pL con buffer Tris HCI pH 8.2 0.2 M, se
afiadié 25 pL de reactivo de Ellmans (DTNB) 0.01 M y se completd a un volumen final de
2.5 mL con metanol. Se mezclo por 5 minutos en agitacion y se midio a 412 nm. Las muestras
que mostraron turbidez fueron centrifugadas por 15 minutos antes de ser leidas. Para la curva

patrén se utilizé glutation reducido (GSH) 2mM.
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Este método se fundamenta en la reaccion del DTNB con grupo tiol del glutatién dando como
resultado una mezcla de disulfuro y TNB (5-mercapto-2-nitrobenzoico), que es lo que se

cuantifica espectrofotométricamente.

Cuantificacion de proteinas

Se midid la concentracion de proteinas de los homogenados citosolicos siguiendo el método

de Bradford (1976) tal y como se describe en el capitulo Il de la presente tesis.

Anadlisis estadistico

Los datos numéricos obtenidos fueron analizados y procesados utilizando el programa de
Microsoft Excel 2016 y el programa GraphPad Prism 6.0 para Windows. Fueron comparados
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA), asi como las pruebas de comparacién
multiple de Dunn’s, considerando tres niveles de significancia: *P<0.05; **P<0.01 y ***
P<0.001.

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad de las enzimas de defensa antioxidantes
Superdxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima SOD fue determinada en higado, colon proximal, medio y distal
(Fig.15). En el higado la actividad enzimatica fue mayor que en el colon.

En el grupo tratado tinicamente con DMH, hubo una disminucion significativa (p<0.05) de
la actividad de SOD en el colon medio y en el colon distal respecto al grupo control. Esta
disminucion de la actividad corresponde a las zonas donde se presentaron mas cantidad de

tumores y de FCA (ver capitulo II).

En el grupo con cancer inducido pero administrado con el extracto de hojas, la actividad de

esta enzima no es diferente estadisticamente al grupo control en ninguno de los tratamientos.
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Fig. 15 Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) en los distintos tejidos: higado y colon

proximal, medio y distal. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos

de un mismo tejido (Dunn, p <0.05, n=3 + SD)
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La enzima SOD cataliza la dismutacion del anion superéxido (O27) en perdxido de hidrogeno
(H202) y oxigeno molecular (O2), por lo que se considera la primera linea de defensa contra
los radicales libres (Katzung et al., 2004). La importancia fisiologica de la SOD es ilustrada
por las severas patologias que se evidencian en ratones genéticamente modificados para que
carezcan de esta enzima. Los ratones sin la isoforma SOD2 mueren a los pocos dias de nacer
por estrés oxidativo masivo mientras que aquellos que carecen de la isoforma SOD1
desarrollan una gran variedad de patologias, incluyendo cancer de higado (Muller et al.,
2006).

Se ha reportado la disminucion de la actividad de la SOD en la mayor parte de las células
tumorales. Igualmente se ha demostrado que los tumores producen mas radicales superoxido
que los tejidos normales, y que este compuesto juega un papel importante en la promocion
de la carcinogénesis. En conjunto, la disminucion de la actividad de SOD junto con la
produccion excesiva de radicales pueden conducir a muchas de las propiedades observadas

de las células cancerosas (Oberley, 1979).

Los resultados indican que el extracto de hojas de C. citrinus ayuda a mantener los niveles
normales de SOD después de la induccion de cancer colorrectal, lo que se traduce como un
efecto positivo puesto que podria prevenir el dafio causado por la generacion excesiva de

ROS en el cancer.

Catalasa (CAT)

La actividad de la catalasa en los distintos tejidos se muestra en la figura 16. Los datos
obtenidos muestran una disminucion importante de la actividad de esta enzima en el colon
proximal del grupo DMH (p<0.05) respecto a los demas tratamientos. En el resto de los

tejidos se comporta similar al grupo control.

En el grupo con cancer inducido pero administrado con los extractos de hoja, hay un aumento
importante de la actividad de la CAT en el higado, en el colon medio y en el colon proximal.
La actividad de CAT en el grupo tratado con el extracto de flor también es superior al control

en higado y en colon medio.
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En ninguno de los grupos tratados con los extractos, ya sea de hoja o flor, la actividad es
menor que le grupo tratado Gnicamente con el carcindgeno y siempre igual o superior al grupo

control.

La enzima catalasa es un tipo de peroxidasa, y su funcion es catalizar la descomposicion del

peroxido de hidrogeno en oxigeno molecular y agua a través de la siguiente reaccion:

2 H,0, »> O, + H,0
catalasa

El peréxido de hidrégeno es un residuo del metabolismo celular producido por la SOD
(Katzung et al., 2014) y a altas concentraciones resulta toxico por lo que .presencia de CAT

es de vital importancia en las células.

En un estudio llevado a cabo en 2001 por Skrzydlewska et al., se encontré una disminucion
significativa de la actividad de CAT en tejidos tumorales de pacientes con cancer de colon.
Al igual que con SOD, un aumento de la actividad de CAT, se traduce como una mayor
proteccion contra el estrés oxidativo, por lo que el hecho de que los extractos ayuden a elevar

la actividad de esta enzima es altamente significativo.

Glutation peroxidasa (GPx)

La enzima glutation  peroxidasa, es un tipo de peroxidasa que
cataliza la reaccion de oxidacion de glutation a  glutatiéon  disulfuro  utilizando para
ello perdxido de hidrégeno. Utiliza como cofactor el selenio y la reaccion esta acoplada a la
reaccion catalizada por la enzima glutation reductasa (GSR), que es la encargada de reducir
el glutation disulfuro a GSH, formando asi un ciclo de oxidacion-reduccion, que permite al
GSH ser reutilizado (Katzung et al., 2004).

La actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) se representa en los graficos de la figura
17.
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Fig. 16 Actividad enzimatica de la catalasa (CAT) en distintos tejidos: higado y colon proximal,

medio y distal. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de un

mismo tejido (Dunn, p <0.05, n=3 + SD)
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En el higado, la actividad de GPx fue menor en todos los tratamientos respecto al grupo
control, sin embargo, Unicamente en el grupo tratado solo con DMH esta disminucion es

significativa estadisticamente (p <0.05).

En el colon proximal, la actividad de GPx también fue menor en el grupo DMH respecto al
resto de los tratamientos. En cambio, en los grupos tratados con los extractos, la actividad de
esta enzima fue notablemente mayor que el grupo control (casi un 40%) para ambos

extractos.

Solamente en el colon medio, la actividad de GPx en el grupo tratado con extracto de hojas
fue menor que en el resto de los tratamientos. En la zona distal, en cambio, el grupo DMH

fue el que presento una menor actividad de GPx que el resto de los tratamientos

La actividad en el grupo tratado con el extracto de flor fue siempre mayor que el control en

las tres zonas del colon.

Al igual que la SOD y CAT el principal papel de GPx como protector en el cancer se
encuentra dado por su capacidad para neutralizar especies reactivas de oxigeno y el papel que

juega en el mantenimiento del equilibrio oxidativo.

Otro mecanismo posible, puede estar relacionado con el selenio. Hay una amplia evidencia
que demuestra el efecto protector del selenio contra ciertos tipos de cancer, incluyendo el
cancer colorrectal, aunque el mecanismo completo todavia es desconocido. El hecho de que
el selenio sea cofactor de la glutatién peroxidasa y de otras enzimas como la tiorreoxina
reductasa (TR) podria estar implicado dado el importante papel fisiolégico que realizan estas

enzimas (Gladyshev et al., 1998).

La GPx es una de las enzimas que se ha reportado puede ser inducida por compuestos
bioactivos presentes en la dieta. Se ha demostrado que la genisteina, una isoflavona, es capaz

de inducir la glutation peroxidasa en células de cancer de prostata (Suzuki et al., 2002).
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Fig. 17 Actividad de la glutation peroxidasa (GPx) en higado, colon proximal, colon medio y colon
distal. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de un mismo tejido
(Dunn, p <0.05, n=6 (higado) y n=3 (colon) + SD)
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Actividad de las enzimas de la fase |1

Quinona reductasa (QR)
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Fig. 18 Actividad de la enzima quinona reductasa (QR) en higado, colon proximal, colon

medio y colon distal. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

tratamientos de un mismo tejido (Dunn p < 0.05, n=6 (higado) y n=3 (colon) + SD).
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La actividad de la enzima quinona reductasa se muestra en los gréficos de la figura 18. El
grupo tratado inicamente con DMH mostro una disminucion significativa respecto al control
de la actividad de la QR en el higado (40% menos), el colon medio (71% menos) y el colon
distal (43% menos). Nuevamente, la disminucion de la actividad de esta enzima corresponde
con aquellas zonas donde se presentaron la mayor cantidad de tumores y FCA. En el higado,
los grupos tratados con los extractos mostraron una actividad de la QR muy similar al grupo
control. En el colon proximal no hubo diferencia entre ninguno de los tratamientos, mientras
que en el colon medio, los grupos tratados con los extractos de hojas y flores mostraron una
disminucion de la actividad de la enzima respecto al control, pero superior a la del grupo
DMH.

El hecho de que en la mayoria de los tejidos la actividad de esta enzima sea similar al control,
indica que los extractos de C. citrinus ayudan a mantener la funcion normal de la QR. Esto
podria estar relacionado con la disminucién del numero de tumores y de lesiones

precancerosas (AFC) en los grupos tratados con los extractos.

Glutation S-transferasa (GST)

La glutation S-transferasa fue la Ultima de las 5 enzimas analizadas. Los resultados se

muestran en la figura 19.

La actividad de esta enzima en el higado fue notablemente mayor en el Gnico individuo
tratado con el extracto de flores que sobrevivio al final del experimento. En el resto de los

tratamientos no hay diferencia en cuanto a la actividad de esta enzima en este drgano.

En el colon proximal y el colon distal, disminuyo notablemente la actividad de la GST en el
grupo tratado con DMH respecto al grupo control (un 52% y un 33% menos

respectivamente).
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Fig. 19 Actividad de la enzima glutation S-transferasa en higado, colon proximal, colon medio y

colon distal. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de un mismo

tejido (Dunn, p < 0.05, n=3 + SD)
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En la zona media del colon no hubo diferencia alguna entre los distintos tratamientos. En el
grupo tratado con los extractos de hojas, la actividad de la enzima se mantuvo muy parecida
al grupo control en higado, colon proximal y colon medio, mostrando Unicamente una

disminucion estadisticamente significativa en el colon distal.

Nuevamente, en ninguno de los casos, la actividad de la enzima en los grupos tratados con

los extractos fue menor que el grupo tratado unicamente con el carcindgeno.

Muchos estudios recientes han demostrado que la elevacion de las enzimas de fase Il, como
NAD (P) H: quinona reductasa (QR) y GST, se correlaciona con la proteccion contra la
carcinogénesis inducida por productos quimicos en modelos animales, en la etapa de

promocion, asi como la iniciacion (Boone, 1992).

La carcinogénesis es un proceso de maltiples etapas complejo y prolongado, aunque el curso
completo puede iniciarse por un Unico evento en el que una macromolécula celular es dafiada
por un agente enddgeno o exdgeno. Las estrategias para proteger a las células de estos eventos
iniciadores incluyen enzimas metabolicas decrecientes responsables de generar especies
reactivas (enzimas de fase 1) mientras que aumentan las enzimas de fase Il que pueden
desactivar radicales y electréfilos que se sabe que intervienen en procesos celulares normales.
La reduccion de las quinonas electrofilicas por QR es una importante via de desintoxicacion,
que convierte las quinonas en hidroquinonas y reduce el ciclo oxidativo. (Ross et al., 2000;
Talalay, 2000)

Los inductores enzimaticos son de dos tipos: monofuncionales y bifuncionales. Los
inductores bifuncionales aumentan las enzimas de fase 11 y las enzimas de fase I, tales como
aril hidrocarbonato hidroxilasa, y se unen con alta afinidad al elemento de respuesta
xenobiotica (XRE) del receptor arilo hidrocarburo (Ah).Los inductores monofuncionales
inducen selectivamente las enzimas de fase Il y activaran el elemento de respuesta
antioxidante (ARE) a través de Keapl y Nrf2.(Sogawa y Kuriyama, 1997; Dinkova et al.,
2002) Dado que las enzimas de fase | pueden activar procarcinégenos a sus especies
reactivas ultimas, los agentes monofuncionales que inducen selectivamente enzimas de fase
Il serian tedricamente candidatos méas deseables para la quimioprevencion del cancer.

Ademas, se anticiparian los inductores enzimaticos de fase Il selectivos para servir como
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anticarcindgenos al principio del proceso de carcinogénesis, pero se ha establecido que
también es posible la inhibicidn de la carcinogénesis en etapas posteriores (Talalay, 2000).

Debido a que los extractos unicamente fueron probados con enzimas de la fase Il, no es

posible catalogarlos como inductores monofuncionales o bifuncionales.

Asi mismo se ha demostrado que la elevacion QR con sistemas in vitro e in vivo se
correlaciona con la induccién de otras enzimas de fase Il protectoras y proporciona un
biomarcador razonable para el efecto quimioprotector potencial de los agentes de prueba
contra el inicio del cancer (Pezzuto, 1997). Esto quedd demostrado en el presente estudio,
debido a que los extractos de C. citrinus tuvieron un efecto inductor de la actividad tanto en

la quinona reductasa como en la glutation S-transferasa.

Un caso particular de estudio de induccion de enzimas de fase Il por productos naturales es
de los fitoestrogenos, un grupo de compuestos difendlicos naturales presentes en la dieta. El
alto consumo de alimentos ricos en fitoestrégenos se ha relacionado con una incidencia
reducida de canceres en muchos sitios. Un estudio llevado a cabo por Wang et a., en 1999,
examind la capacidad de seis fitoestrogenos prominentes para afectar la expresion celular de
QR en células de colon. Las células Colo205 se cocultivaron con diversas concentraciones
(0,001 a 10,0 uM) de cada fitoestrogeno, y luego se evaluaron la actividad de la QR
citosolica, el crecimiento celular y la expresion del ARNm QR. Se observo una induccién
maxima de 6 a 8 veces de actividad QR tanto para enterolactona como para genisteina,
aunque a altas concentraciones mostraron un efecto adverso sobre el crecimiento celular. Las
concentraciones requeridas para duplicar la actividad especifica de QR para enterolactona y
genisteina fueron aproximadamente 0.04 y 0.14 puM, respectivamente. Se encontrd un
aumento de 2 a 3 veces de la actividad especifica de QR con tratamientos de biochanina A
(1,1 uM) o cumestrol (12,0 uM). No se encontraron efectos significativos para los
tratamientos con daidzeina o formononetina. La induccion de QR se confirmd
adicionalmente utilizando técnicas de transcripcidon inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) para medir la expresion de ARNm. Se observé una correlacion
significativa entre la expresion del ARNm QR y la actividad QR correspondiente (r = 0.76,
P <0.001). Los resultados demostraron que ciertos fitoestrdgenos dietéticos son capaces de

inducir QR en células Colo205 promoviendo la expresion del ARNm QR y sugieren un nuevo
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mecanismo por el cual los compuestos fendlicos pueden estar implicados en la

quimioprevencion del cancer colorrectal (Wang 1998).

En el 2007 Pifa evalu6 el potencial inductor de enzima de fase Il de los extractos de
verdolaga del estado de Querétaro, México en un modelo de carcinogénesis con 1,2
dimetilhidrazina asociado a inflamacion. Los resultados que obtuvo, demuestran que la
administracion intragastrica de los extractos acuosos y etandlicos son capaces de inducir la
actividad de la enzima glutation S-transferasa a distintas dosis (10, 50, 100 y 200 mg/Kg de
peso corporal) obteniéndose la mayor induccion con el extracto acuoso a dosis de 100 mg/kg
La induccidn de enzimas de fase Il parece ser una condicion suficiente para obtener la
quimioprevencion y se puede lograr en muchos tejidos diana mediante la administracién de
cualquiera de una diversidad de agentes quimicos de origen natural y sintéticos (Pezzuto,
1997).

Contenido de glutation reducido (GSH)

Finalmente, se cuantifico la concentracion de glutation reducido (GSH) en los diferentes

tejidos como un biomarcador de dafio por estrés oxidativo (Fig. 20).

En el higado, solamente el grupo tratado con DMH mostrd una disminucion significativa

(p<0.01) de los niveles de GSH respecto al resto de los grupos (cerca de un 20% menos).

En el colon proximal no hubo diferencia entre los tratamientos, aunque se observo una ligera
tendencia de aumento de GSH en los grupos tratados con los extractos. Esta tendencia se
observo nuevamente en el colon medio, donde la diferencia si fue significativamente mayor
respecto al control. EI grupo DMH nuevamente presento los niveles mas bajos de GSH en
esta zona del colon (la mitad de los niveles del control). En la zona distal, los grupos tratados
con los extractos mostraron un aumento significativo de los niveles de GSH respecto a los
grupos control y DMH. El aumento de los niveles de glutation corresponde con el aumento

observado de la actividad de las enzimas glutation S-transferasa y glutation peroxidasa.

El glutation juega un papel muy importante en el metabolismo celular. Participa tanto en los
procesos de destoxificacion de xendbioticos (a través de reacciones de conjugacion), como
en la defensa antioxidante (es un compuesto altamente reductor). Debido a que en la literatura

se reporta que las disminuciones de los niveles de este marcador estan directamente
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Fig. 20 Contenido de glutatién reducido (GSH) en higado, colon proximal, colon medio y
colon distal. El higado presenta mayores niveles de GSH. La disminucion de GSH indica
dafio por estrés oxidativo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de un mismo tejido (Tukey p < 0.05, n=3 + SD)
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relacionados con un dafio por estrés oxidativo (lipoperoxidacion de las membranas celulares)
(Pérez-Mora, 2016), el hecho de que en la presente investigacion los extractos de C. citrinus
ayuden a mantener los niveles de GSH constantes (o en algunos casos, aumentarlos) es de

notable interés.

Un estudio realizado por Spitz et al. (1991) demostré que un aumento de los niveles de GSH
y GST in vitro resultaron en un aumento de destoxificacion de 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE),
un aldehido toxico formado como subproducto de la lipoperoxidacion, dado que una mayor
actividad de GST facilita la desaparicion mas rapida de 4HNE y la reaccion depende todavia
de la concentracion de GSH, razon por la cual, sus resultados sugieren que GSH y GST
proporcionan una via biolégicamente significativa para la proteccion contra los subproductos

aldehidicos de la lipoperoxidacion.

En otro estudio realizado por Devasena et. al., (2006) investigo el efecto modulador y
antioxidante de bis-1,7-(2-hidroxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona, un analogo de
bisdemetoxi-curcumina (BDMCA; también conocido por su propiedad anticancerigena)
sobre la lipoperoxidacion circulatoria durante la carcinogénesis de colon inducida por la 1,2-
dimetilhidrazina en ratas macho Wistar. Su investigacion demostré que el aumento en la
incidencia de tumores, asi como la mayor peroxidacion lipidica en la circulacion de ratas con
tumores, se acompafio de una disminucion significativa de las actividades de la SOD, CAT,
GPx y GST, y en el nivel del glutation reducido. Esto corrobora nuestros resultados y el
hecho de que el extracto de Callistemon citrinus ayudo a elevar y mantener los niveles de
actividad enzimatica y de GSH aun durante el desarrollo del cancer es un importante

descubrimiento como mecanismo de quimioprevencién

CONCLUSION

Los extractos de hojas y flores de C. citrinus inducen la actividad de enzimas antioxidantes
y de fase 1, y mantienen normales los valores de glutation, disminuyendo el dafio por estrés

oxidativo en el cancer de colon.
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7. DISCUSION GENERAL

La presente investigacion representa el primer estudio del efecto de extractos de Callistemon
citrinus en un modelo de cancer in vivo. Es también la primera evidencia de induccion de

enzimas de fase 11 y antioxidantes por extractos derivados de esta planta.

El analisis fitoquimico de los extractos revel6 un importante nimero de compuestos quimicos
de naturaleza terpénica. Como se menciond previamente, los compuestos mayoritarios de los
extractos etandlicos fueron el limoneno, el eucaliptol, el fitol, el DMPP vy el terpinoleno.
Todos estos compuestos han sido reportados en la literatura como agentes anticancerigenos

in vivo e in vitro en distintos tipos de cancer incluyendo el cancer de colon.

Por ejemplo, en modelos animales, el efecto mas fuerte de la exposicion al d-limoneno
consiste en la modulacion directa de la funcion inmune primaria, que es un mecanismo
importante en las etapas iniciales de muchos tipos de canceres (Miller et al., 2010). Hasta
ahora, inicamente se ha estudiado la funcién inmunomoduladora del limoneno en un tipo de
cancer especifico, el linfoma, donde se encontr6 que este compuesto mejora la fagocitosis de
los macrofagos y la actividad microbicida, aumenta la esperanza de vida y disminuye la carga
tumoral (Del Toro-Arreola et al., 2005).

Asi mismo, se ha demostrado que el d-limoneno induce la regresion de carcinomas mamarios
por la inhibicion de la enzima farnesil transferasa en ratas Wistar (Haag y Goulg, 1994) y
que a través de la induccion del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-f1) es capaz
de actuar como quimiopreventivo en este tipo de cancer (Jirtle et al., 1993). También se sabe
que este monoterpeno es capaz de inhibir el crecimiento de tumores de cancer gastrico via
induccioén de apoptosis (Lu et al., 2004) y que uno de los mecanismos involucrados es por la

activacion de la via de las caspasas (Ravi y Bishaye, 2009).

El limoneno ha sido probado también en pacientes humanos con la enfermedad: en un estudio llevado
a cabo por Vingushin et al., (1998) donde se administré d-limoneno por via oral a pacientes adultos
con tumores metastasicos o localmente avanzados, hubo tres personas con cancer colorrectal sin
progresion medible del tumor que recibieron dosis de 0.5-1 g / m? por dia. En estos pacientes se
observaron con pocos informes de eventos adversos y, aunque el d-limoneno no causé regresion
tumoral, retraso la progresion y previno la metastasis

Nuestra investigacion demostro que a pesar de que la administracion de los extractos de C.

citinus no inhibe por completo la aparicion de masas tumorales, si disminuye en gran
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medida el proceso carcinogénico retrasando la aparicion de lesiones preneoplasicas (FCA)
y disminuyendo el dafio por estrés oxidativo. Estos datos concuerdan con lo reportado
previamente por Vingushin et al., para el limoneno, uno de los compuestos mayoritarios en

nuestro extracto.

Al igual que el limoneno, el fitol, el segundo compuesto méas abundante en los extractos de
hoja, presenta actividad anticancerigena en la linea celular MCF-7 de cancer de mama. En
un estudio llevado a cabo por Sheja et al., (2016) se determind la ICso de este compuesto
(purificado de los extractos de Gracilaria edulis) a dosis de 125 ug/mL, denotando un
significativo efecto antiproliferativo contra esta linea celular. Los extractos de esta planta,
ademas, presentaron una alta capacidad antioxidante.

El principal mecanismo anticancerigeno del fitol es la induccion de apoptosis. Se sabe, por
ejemplo, que la exposicion de células de leucemia linfoide humana a este compuesto ocasiona
inhibicion del crecimiento e induccion de apoptosis en estas células (Komiya et al., 1999).
Maés recientemente, Song y Cho (2015) demostraron que el fitol induce la apoptosis en
células AGS de adenocarcinoma gastrico humano. Entre sus resultados encontraron que este
compuesto provoca un aumento de la poblacion celular en la fase sub-G1, regulacion a la
baja de Bcl-2, regulacion positiva de Bax, la activacion de caspasa 9 y 3, escisién de PARP
y despolarizacion de la membrana mitocondrial. Ademas, proponen la autofagia inducida por
el fitol como otro mecanismo anticancerigeno, como se evidencia por la induccién de la
acumulacion de vesiculas &cidas, la conversién de la proteina LC3-1 asociada a microttbulos
a LC3-11, y la supresion de la fosforilacion de Akt, mTOR y p70S6K.

Estos mecanismos anticancerigenos reportados para el fitol, podrian ser también los
responsables de la disminucion del nimero de lesiones preneoplasicas en el grupo tratado
con los extractos de hoja, asi como del nimero de animales que presentaron tumores respecto

al grupo tratado Unicamente con el carcindgeno.

Dentro de los compuestos no terpénicos presentes en los extractos destaca la presencia del
DDMP, que como se menciond anteriormente, no habia sido reportado para C. citrinus. Esta
piranona, derivada del metabolismo de los azucares, ha ganado atencién en afios recientes
por las actividades bioldgicas que presenta, incluyendo actividad antioxidante vy

anticancerigena (Zhou et al., 2014).

Ban et al., (2007) estudiaron si la 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piranona (DDMP)

aislada de cebollas podia modular la actividad de NF-«B, induciendo asi la muerte celular
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apoptotica de las células de cancer de colon. El tratamiento con diferentes concentraciones
de DDMP (0.5-1.5 mg / mL) durante varios periodos (0-48 h) inhibi6 el crecimiento de
células de cancer de colon (SW620 y HCT116) seguido de la induccion de apoptosis de una
manera dosis-dependiente. También se encontr6 que el DDMP modul6 la actividad
transcripcional y la union al ADN del factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a) y del acetato de
tetradeanoil (TPA) inducido por NF-kxB. Ademas, el DDMP suprimido los genes
antiapoptdticos diana NF-kB (Bcl-2), mientras que indujo la expresion de los genes
apoptoticos (Bax, caspasa-3 escindida y PARP escindida). Estos resultados sugieren que el
DDMP es capaz de inhibir el crecimiento celular del cancer de colon al inducir la muerte
celular apoptética mediante la inhibicion de NF-«xB.

Un estudio no publicado por nuestro grupo de trabajo, demostré el efecto antitumoral del
extracto etanolico de las hojas en tres lineas de cancer colorrectal (RKO, SW620 y SW480)
via induccidn de apoptosis celular. La presencia de DMPP en el extracto de hojas podria ser

el causante de este efecto reportado previamente en la literatura.

El altimo de los tres compuestos mayoritarios en los extractos de hojas de C. citrinus es el
terpinoleno. En estudios in vitro, este monoterpeno también se presenta como un potente
agente antiproliferativo en células cerebrales tumorales, por lo que es susceptible a su estudio

como agente anticancerigeno en otros tipos de cancer (Aydin et al., 2013).

Ademas de los compuestos terpénicos, el andlisis fitoquimico de los extractos de hojas y
flores de C. citrinus corroboro la presencia de una importante concentracién de compuestos

fendlicos y flavonoides.

Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso de metabolitos secundarios que
comprende desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos
como los taninos y la lignina. Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
en su mayoria son derivados de aminoécidos aromaticos y que en la planta cumplen varias
funciones importantes. Ademas, estas moléculas tienen multiples actividades bioldgicas que

pueden ser aprovechados en la industria farmacéutica (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Se ha reportado que una amplia variedad de compuestos fenolicos posee importantes
propiedades bioldgicas como anticancerigenos, antivirales, antioxidantes y antiinflamatorios.
En el caso del cancer, un amplio rango de evidencia apoya la teoria de las propiedades
anticancerigenas de los compuestos fenoélicos, sin embargo, ain se desconocen todos los

mecanismos por los que ejercen su accion. De los mecanismos conocidos se incluye la
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capacidad atrapadora de radicales libres, la induccion de enzimas envueltas en el
metabolismo de xenobidticos y la regulacion de la expresion de genes, la modulacién de las
vias de sefializacion celular que regulan la reparacion al dafio del ADN, la proliferacion

celular, la apoptosis y la invasion (Brown et al., 2012; Rosa et al., 2016).

Los compuestos fendlicos que han sido reportados en la literatura para C. citrinus incluyen
al acido galico, la rutina, el eucaliptino, el 8-dimetil-eucaliptin, el galato de metilo, el acido
protocatecuico, sideroxilina, sizalterina y la quercetina (Park et al., 2010; Khanh, et al.,
2016; Pérez-Gonzalez, 2016). Muchos de estos compuestos presentan actividades

anticancerigenas y antioxidantes.

Por ejemplo, el &cido gélico y el galato de metilo presentan propiedades anticancerigenas en
las lineas celulares Caco-2 y SW620 de cancer colorrectal (Forester et al., 2014). Estos
compuestos actdan disminuyendo la viabilidad de las células cancerosas, induciendo
apoptosis e inhibiendo el ciclo celular. Adicionalmente, estos acidos fenolicos son capaces
de inhibir y regular los factores de transcripcion NF-kB, AP-1, STAT-1, y OCT-1 que son

conocidos como promotores de carcinogenesis.

El acido protocatecuico (reportado también para C. citrinus) es capaz de inducir apoptosis en
diversas lineas celulares de cancer humano incluyendo células MCF7 de céancer de mama,
1549 de céancer de pulmén, A549 de cancer de estomago, Hep62 de cancer hepatico, HelLa
de cancer cérvico y LNCaP de cancer de prostata. Este compuesto, a dosis crecientes-
dependientes ocasiona una disminucién de la viabilidad celular, reduce el potencial eléctrico
de la membrana mitocondrial, ayuda a mejorar la fragmentacion del ADN y aumenta la
actividad de las caspasas 3 y 8 entre otros mecanismos (Yin et al., 2009).

La quercetina, un flavonoide del tipo flavonol, puede inhibir el crecimiento de las células
cancerosas por lo que puede actuar como quimiopreventivo. Su capacidad de prevencion del
cancer se ha atribuido a diversos mecanismos, incluida la induccién de apoptosis y regulacion
del ciclo celular, asi como funciones antioxidantes. En células de cancer de colon humano
CACO-2 y SW-620 la quercetina induce apoptosis a través de la inhibicion de la via NF-«B,
asi como por la regulacion ascendente de Bax (Zang et al., 2015). La quercetina también ha
recibido un incremento notable de atencion debido a su especificidad y casi exclusiva
actividad contra células cancerosas y no contra células normales (Park y Min, 2011; Du et
al., 2010).
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La determinacion de la capacidad antioxidante in vitro de los extractos etanolicos de C.
citrinus de México corrobord su alto potencial antioxidante reportado previamente por Cid-
Estrada (2014) y Pérez -Gonzalez (2016).

Ha sido ampliamente estudiado el papel que juega el estrés oxidativo en enfermedades
cronico degenerativas de todo tipo, principalmente en los distintos tipos de cancer. En
estudios de laboratorio y en estudios de animales, se ha indicado que la presencia de mayores
concentraciones de antioxidantes exdgenos impide el tipo de dafio de radicales libres que ha
estado asociado con la presencia de cancer. Por esta razdn, los investigadores han estudiado
si el uso de complementos de antioxidantes puede ayudar a bajar el riesgo de padecer o de
morir por cancer en los humanos. Muchos estudios de observacion, se han llevado a cabo
para investigar si el uso de complementos antioxidantes estd asociado con riesgos menores
de céncer en los humanos. En general, estos estudios han ofrecido resultados mixtos
(Instituto Nacional del Cancer, 2014).

Nuestra investigacion demostré un menor dafio por estrés oxidativo en el grupo de animales
tratados con el extracto de hojas y el carcindgeno pues a pesar de haber desarrollado tumores,
los niveles de glutation reducido (GSH) se mantuvieron normales o superiores al grupo
control. Por el contrario, el grupo tratado Unicamente con el carcinégeno mostro los niveles
mas bajos de GSH de los cuatro grupos experimentales. Esta disminucién de dafio, pudo
deberse al potencial antioxidante de los extractos, que neutralizaron los radicales libres y las
especies reactivas de oxigeno producidas y evitaron que los antioxidantes endégenos, en este

caso el GSH disminuyeran.

El principal efecto quimiopreventivo atribuido a los antioxidantes radica en el hecho de que
su ingesta ayuda a neutralizar los radicales libres cuyo exceso es capaz de provocar
mutaciones por oxidacion el ADN. Antioxidantes presentes en la dieta, como vitaminas,
carotenos y compuestos fenoélicos han demostrado un efecto quimiopreventivo en estudios

diferentes modelos in vitro e in vivo. (Brown et al., 2012; Llacuna y Mach, 2011).

La naturaleza de la asociacion entre radicales libres y cancer es compleja y paradojica. Por
ejemplo, se ha descrito en la literatura que los radicales libres y el estrés oxidativo pueden
inducir cancer, debido al dafio que ocasionan en el ADN, pero al mismo tiempo las células
transformadas, es decir las células cancerosas, generan mas radicales libres que las células

normales y a menudo, estos compuestos participan en las rutas de sefializacion involucradas
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en la desdiferenciacion celular, invasividad, apoptosis e hipoxia, entre otras (Llacuna y
Mach, 2011).

Esta naturaleza paradojica, podria explicar el hecho de que los animales tratados con el
extracto de flores (cuya actividad antioxidante era muy superior al extracto de hojas)
murieran, debido probablemente a un efecto pro-oxidante por la excesiva cantidad de

antioxidantes presentes en el extracto.

Finalmente, la presente investigacion demostro que los extractos de Callistemon citrinus son
capaces de inducir la actividad de enzimas antioxidantes y de fase 11 durante la carcinogénesis

colénica.

El papel que juegan las enzimas antioxidante y particularmente las enzimas de fase Il (entre
ellas la quinona reductasa y la glutation S-transferasa) en la prevencion de la carcinogénesis
ha sido ampliamente estudiado en la literatura, y hay un consenso casi general de que el
aumento de la actividad de estas enzimas es un mecanismo muy importante para la
prevencion del cancer, particularmente del cancer colorrectal. Muchos compuestos presentes
en la dieta o que se provienen en productos naturales (incluyendo carotenos, compuestos
fenolicos y monoterpenos) son capaces de inducir la actividad de las enzimas de fase 1l y
frecuentemente se cita este mecanismo como uno de los mas importantes dentro de la

quimioprevencion del cancer (Janne y Mayer, 2000).

Asi mismo, se ha demostrado que la induccion coordinada de las enzimas de fase Il y la
elevacion del glutation protegen las células contra los efectos toxicos y carcinogénicos de los

electrofilos y oxidantes (Dinkova et al., 2002).

En base a lo anterior, los resultados obtenidos en la presente investigacion abren la puerta
para el uso de los extractos de Callistemon citrinus a futuras investigaciones en otros tipos

de cancer o enfermedades asociadas con el estrés oxidativo.
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8. CONCLUSION GENERAL

Callistemon citrinus presenta compuestos bioactivos con propiedades anticancerigenas y un
alto potencial antioxidante y ofrece proteccion contra dafio por estrés oxidativo en cancer de
colon inducido en ratas debido a que tienen la capacidad de inducir la actividad de las enzimas

de fase Il y del sistema antioxidante.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Curva patron de acido gélico para la determinacion de fenoles totales.

ADbs 725 nm

2.5

Curva patron de acido galico

y =4.7698x - 0.024
R2?=0.9988

0.1 0.2 0.3

0.4 0.5
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0.6

Anexo 2 Curva patron de rutina para la determinacion de flavonoides.

Abs 414 nm

Curva patron de rutina

y =3.1976x - 0.0155
R2=0.9927
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Anexo 3 Curva patron de trolox para la determinacion de la actividad antioxidante
(técnica DPPH)

Curva patron Trolox (DPPH)
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Anexo 4 Curva patrén de trolox para la determinacion de la capacidad antioxidante
(técnica ABTYS)

Curva patron Trolox (ABTS)
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Anexo 5 Curva patron de trolox para la determinacion de la actividad antioxidante
por el método FRAP
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Anexo 6 Curva patron para la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford
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Anexo 7 Curva patron de albumina para la cuantificacion de aloumina sérica por el
método de verde de bromocresol.

=0,116x +0,173
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Anexo 8 Curva patrén para la cuantificacion de glutation (GSH)

Curva patron de GSH y=07155x-0,0512
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