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RESUMEN

El cancer es una de las principales de causas de muerte a nivel mundial,
actualmente los tratamientos para combatir dicha enfermedad presentan diversos
efectos secundarios. En la busqueda de tratamientos alternativos para tratar la
enfermedad y presenten menos efectos secundarios, se recurre a la medicina
tradicional, ya que aproximadamente el 80% de la poblacién hace uso de ella de
manera directa o indirecta. En la medicina tradicional mexicana se encuentra el uso
del género Randia, este género es originario del continente Américano. Algunas de
sus especies son utilizadas para tratar diversos padecimientos/sintomas: renales,
circulatorios, pulmonares, diabetes, cancer, inflamacion y contra las
mordeduras/picaduras de serpientes y animales ponzofiosos. Se cuenta con
informacion etnofarmacoldgica de 12 especies. Cien compuestos han sido
identificados en Randia (acidos fendlicos, terpenos, esteroles) y demostrado
diversas actividades biolégicas en 24 estudios para nueve especies. Al extracto
metandlico (EM) del fruto de R. echinocarpa y la fraccion acuosa (FAc) y fracciéon
hexanica (FH) se les determinaron las actividades antioxidante in vitro vy
antiinflamatoria in vitro e in vivo, actividad antitumoral in vitro a FAc, FH y mezcla de
B-sitosterol y acidos grasos (MAB) sobre las lineas celulares MCF-7, HEK293, U-
251, PC3, DU-145, HELA, SK-LU-1 Y HCT-115, para los ensayos antiinflamatorios
in vivo se realizé evaluacion histolégica de los tejidos. Los valores de actividad
antioxidante (umol ET/g) del EM (ABTS = 220.36; DPPH = 230.41) y de la FAc
(ABTS = 208.14; DPPH = 248.44) son los mas altos. En la actividad antiinflamatoria
in vitro, las muestras de R. echinocarpa mostraron valores de inhibicion altos (91.14-
96.21 %) aunque inferiores a los del diclofenaco de sodio (96.14-96.27 %). EI EM
mostré la mejor inhibicidn de lipooxigenasa (ICso = 123.66 + 0.45 pg/ml). En el
modelo de edema auricular, las muestras de R. echinocarpa (EM, FH y FAc)
inhibieron la formacion de edema inducido por TPA (27.55-39.96 %) pero sin
alcanzar los valores obtenidos con indometacina (90.55 %). En el modelo de edema
en pata inducida por carragenina, la inhibicion inducida por las muestras de R.
echinocarpa (EM, FH y FAc) (20.81-60.2 %) fue mayor que la obtenida con
indometacina (16.33-47.26 %). La actividad antitumoral la FAc presentd ICso mas
bajas para las lineas celulares PC-3 y DU-145 (80.06 y 95.59 mg/ml,
respectivamente). La FH present6 ICso (212.1 — 324.25 ug/mL) para diferentes lineas
celulares, asi como MAB presentd las 1Cso (12.96-35.75 pg/mL) mas altas para las
diferentes lineas celulares evaluadas. Los resultados de la actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antitumoral sustentan el potencial anticarcinogénico del fruto de
papache.

Palabras claves: cancer, compuestos naturales, actividad antioxidante, actividad
antiinflamatoria, actividad antitumoral y R. echinocarpa
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ABSTRACT

Cancer is one of the main causes of death worldwide, currently the treatments to
combat this disease have various side effects. In the search for alternative
treatments to treat the disease and present fewer side effects, traditional medicine
is used, since approximately 80% of the population makes use of it directly or
indirectly. In traditional Mexican medicine there is the use of the genus Randia. The
genus Randia L. (Rubiaceae) is native to Americas. Some Randia species are used
in traditional medicine in some countries to treat diverse illnesses/symptoms of
kidney, circulatory system, lungs, diabetes, cancer, inflammation, and against the
bites/stings of snakes and other poisonous animals. Six species are the most
studied. Ethnopharmacology information of 12 species was recovered. One hundred
compounds in Randia have been identified (phenolic acids, terpenes, sterols), and
diverse biological activities reported in 24 studies have demonstrated for nine
species. Being Randia echinocarpa the most studied species of the genus and its
fruit is used to treat various ailments; However, the anti-inflammatory activity of the
R. echinocarpa fruit has not been evaluated, its relevance is important because the
association between cancer and inflammation in an organ or tissue is solidly
established. In vitro antioxidant and anti-inflammatory and anti-inflammatory
activities were determined on the RE fruit ME and the AgF and HF. and anti-
inflammatory activities in vitro and in vivo for the anti-inflammatory assays in vivo,
histological evaluation of the tissues was performed. The antioxidant activity values
(umol ET/g) of the ME (ABTS = 220.36; DPPH = 230.41) and of AqF (ABTS =
208.14; DPPH = 248.44) are the highest. In the in vitro anti-inflammatory activity, the
RE samples showed high inhibition values (91.14-96.21) although lower than those
of diclofenac sodium (96.14-96.27 %). The ME showed the best lipoxygenase
inhibition (Clso = 123.66 + 0.45 pg/ml). In the model of a trial auricular edema, the
RE samples (ME, HF and AgF) inhibited TPA-induced edema formation (27.55-
39.96 %), but without reaching the values obtained with indomethacin (90.55 %). In
the carrageenan-induced paw edema model, the inhibition induced by the ER
samples (EM, HF and AqgF) (20.81-60.2 %) was greater than that obtained with
indomethacin (90.55 %) that the obtained with indomethacin edema (16.33-47.26
%). The HF presented ICso (212.1-324.25 ug/ml) for different cell lines, as well as
ABM presented the highest ICso (12.96-35.75 pg/ml) for the different cell lines
evaluated. The results of the antioxidant, anti-inflammatory and antitumor activity
support the anticarcigenic potential of the papache fruit.

Keywords: cancer, natural compounds, antioxidant activity, anti-inflammatory
activity, antitumor activity and R. echinocarpa.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

1.1. INTRODUCCION

El cancer se desarrolla a partir de la acumulacién y seleccion sucesiva de
alteraciones genéticas y epigenéticas que permiten a las células sobrevivir,
replicarse y evadir mecanismos reguladores de apoptosis, proliferacion y del ciclo
celular (Willingham et al. 2004). Los mecanismos responsables de mantener y
reparar el DNA pueden verse afectados por mutaciones (Valko et al. 2004). Las
mutaciones pueden ser hereditarias o esporadicas y pueden presentarse en todas
las células. A nivel de nucledtido, estas mutaciones son por sustitucion, adicién o
delecion, pueden alterar la fisiologia celular e inducir que se vuelvan inmortales y
su proliferacion descontrolada (Dey, 2004). ElI cancer comprende ocho
caracteristicas biolégicas como senalizacion proliferativa continua, evasion de
supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa,
induccion de angiogenesis, activacion de la invasion y metastasis, reprogramacion
del metabolismo energético, evasion de la destruccion inmune, que se manifiestan
durante el desarrollo de un tumor y que ayudan a entender la complejidad de esta
enfermedad neoplasica (Hanahan y Weinberg 2011). El cancer es una de las
primeras causas de muerte en el mundo con 9.6 millones de defunciones en 2018.
En México, el cancer ocupa el tercer lugar como causa de muerte (OMS 2018; INEGI
2017). Existen diferentes tipos de tratamientos para el cancer entre ellos se
encuentran: cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y terapia hormonal
entre otros. El principal problema de estos tratamientos son que producen efectos
secundarios, al no poder distinguir entre células normales y cancerosas. Por lo cual
se ha hecho énfasis en la busqueda de nuevos medicamentos de fuentes naturales
que presenten menos toxicidad que los tratamientos actuales. El uso de plantas
medicinales y suplementos dietarios es una practica tradicional y vigente
(Barthelson et al. 2006). Aproximadamente el 80% de la poblacion mundial depende
de remedios herbolarios tradicionales y al menos 35000 especies vegetales

presentan potencial medicinal (Annan y Houghton 2007). Actualmente, existen



registros de actividad anticarcinogénica para mas de 3000 especies de plantas
(Graham et al. 2000). Sinaloa posee una riqueza floristica que incluye a una amplia
variedad de plantas con frutos comestibles. Investigadores de la Universidad
Auténoma de Sinaloa han registrado composicion quimica y actividades biolégicas
de algunos de estos frutos, entre los que se encuentra el fruto de papache (Randia
echinocarpa). Este fruto posee compuestos con actividad antimutagénica,
antioxidante e inmunomoduladora (Montes-Avila et al. 2018; Cano-Campos et al.
2011; Santos-Cervantes et al. 2007). Estas caracteristicas muestran el potencial de
este fruto para la prevencion/tratamiento del cancer. En el presente trabajo se
avanzo en la caracterizacion de las actividades antioxidante, antitumoral y
antiinflamatoria in vitro; asi como de la actividad antiinflamatoria in vivo del extracto

metandlico y fracciones acuosa y hexanica del fruto papache (R. echinocarpa).



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. CANCER
La homeostasis del organismo multicelular adulto depende del equilibrio entre la

proliferacion y la muerte de las células que lo componen. La alteracion de este
equilibrio conduce a situaciones patolégicas como el cancer, en donde la
proliferacion se encuentra aumentada (Jordan 2003). El cancer se origina de la
acumulacion de multiples mutaciones genéticas. Ademas, algunas mutaciones
pueden ser heredadas, incrementando el riesgo o susceptibilidad de desarrollar esta
enfermedad, sin embargo, tales sindromes son sélo una minoria en los canceres en
seres humanos (Yu y Hahn 2005). La alta prevalencia del cancer en el mundo y la
gravedad de sus repercusiones lo convierten en una de las patologias humanas
mas representativas. La Organizacion Mundial de la Salud define al cancer como
“‘un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolado de células que puede
aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido
circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo”. El
cancer implica dafio al ADN y modificacion de su expresion; asi, el entendimiento
de este fendmeno contribuye a explicar de mejor manera la carcinogénesis y la
busqueda de estrategias de tratamiento (Yu y Hahn 2005; OMS 2002).

1.2.1.1. Caracteristicas de las células cancerosas
Las ocho caracteristicas bioldgicas del desarrollo de un tumor carcinogénico son

una constante sefalizacion proliferativa, evasion de senales supresoras de
crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién de
angiogénesis y activacion de invasion y metastasis (Hanahan y Weinberg 2011).
Adicionalmente, los tumores malignos exhiben otra dimensidén de complejidad, al
reclutar células aparentemente normales que contribuyen a la adquisicion de un
“microambiente tumoral”. El cancer es una enfermedad compleja, multifactorial y de
dificil tratamiento; por lo tanto, su adecuado entendimiento es indispensable para el
desarrollo de mejores tratamientos (Hanahan y Weinberg 2011).

1.2.1.1.1. SefAalizacién proliferativa continua

En contraste con las células en tejidos normales, las células cancerigenas se

caracterizan por su capacidad para sostener una proliferacién cronica debido a la



regulacion inadecuada del ciclo celular. En el proceso de regulacion normal
participan factores de crecimiento que se unen a receptores de la superficie celular
que tipicamente presentan un dominio intracelular de tirosina cinasas. El factor de
crecimiento inducira una cascada de sefalizacién asociada al crecimiento de las
células y a su progresion a través del ciclo celular, afectando la bioenergética del
metabolismo y viabilidad. La biodisponibilidad de los factores de crecimiento es
regulada por su reclutamiento en el espacio pericelular y la matriz extracelular; asi
como por la accién de una compleja red de proteasas, sulfatasas y posiblemente de
otras enzimas que son liberadas y activadas, aparentemente, con alta especificidad
y comportamiento localizado; la comprension de estos procesos es aun insuficiente
(Hanahan y Weinberg 2011). Las células cancerosas adquieren su capacidad
proliferativa de diferentes maneras; por ejemplo, produciendo factores de
crecimiento autocrinos o paracrinos, o bien adquiriendo mutaciones somaticas que
activan vias de sefalizacion adicionales (Cheng et al. 2008).

1.2.1.1.2 Evasion de los supresores de crecimiento

Ademas de mantener las sefales estimulatorias de crecimiento, las células
cancerosas deben eludir los programas que regulan negativamente la proliferacion
celular, muchos de los cuales dependen de la accion de genes supresores de
tumores. Estos genes supresores limitan el crecimiento y proliferacion celular de
diferentes maneras y se ha descubierto que se encuentran en formas inactivas en
muchos tipos de cancer. Dos supresores de tumores tipicos son los que codifican a
las proteinas RB y TP53 que operan como nodos centrales dentro de circuitos
regulatorios de los que dependen que las células proliferen o activen la senescencia
y los programas apoptéticos. Actualmente, la evidencia sefiala que TP53 y RB
afectan distintas vias metabdlicas (Hanahan y Weinberg 2011).

1.2.1.1.3. Resistencia a muerte celular

El adecuado funcionamiento de la muerte celular programada (apoptosis) es
indispensable para evitar la aparicion y desarrollo del cancer. La maquinaria
apoptotica esta compuesta por componentes reguladores que censan las sehales
externas (programa apoptético extrinseco) e internas en la célula (programa

apoptético intrinseco) (Adams y Cory 2007). El programa extrinseco involucra



receptores como Fas ligando/Fas receptor; mientras que el intrinseco integra una
variedad de sefales intracelulares. En ambas vias, la célula es progresivamente
desensamblada y finalmente consumida por células fagociticas especializadas. Las
células tumorales han desarrollado una variedad de estrategias para limitar o evitar
la apoptosis. La mas comunmente conocida es la pérdida de la funcion del supresor
de tumores PT53. Aunque también estas células pueden lograr esta finalidad con el
incremento de la expresion de proteinas antiapoptoticas reguladoras (Bcl-2, Bel-XL)
o por sefales de sobrevivencia (Igf1/2) o por disminuir la expresion de factores
proapoptoéticos, entre otras posibilidades. La multiplicidad de vias empleadas por las
células cancerosas para evadir la apoptosis refleja la complejidad del cancer
(Hanahan y Weinberg 2011).

1.2.1.1.4. Inmortalidad replicativa

Las células tumorales tienen potencial replicativo ilimitado. En contraste, la mayoria
de los linajes celulares normales presentan limitaciones en el crecimiento y en
numero de veces que pueden completar el ciclo celular. Estas limitaciones se han
asociado a dos barreras en la proliferacion. La primera corresponde a la
senescencia, una tipica e irreversible entrada a un estado viable de no replicacion;
mientras que la segunda es una fase de crisis que involucra la muerte celular. La
eventual inmortalizacion de las variantes celulares que proceden a formar tumores
ha sido atribuida a su capacidad para mantener el ADN telomérico a longitudes
suficientes para evitar la senescencia o apoptosis, lo cual es logrado comunmente
por la activacion en la expresion de la telomerasa o, menos frecuente, por un
mecanismo de mantenimiento de los teldbmeros basado en una via de
recombinacion alternativa. Asi, el acortamiento de los telédmeros representa un
crondmetro que determina el potencial replicativo de las células normales y por lo
tanto que debe de ser superado por las células cancerosas (Hanahan y Weinberg
2011).

1.2.1.1.5. Induccidén de angiogénesis

Al igual que los tejidos normales, los tumores necesitan nutrientes, oxigeno, y
desechar residuos metabdlicos y bidxido de carbono. Por este motivo, al crecimiento

descontrolado de los tumores requiere de la neovascularizacién del tejido, proceso



denominado angiogénesis. Durante la progresién tumoral un ‘“interruptor
angiogénico” esta siempre activo, causando vascularizacion para generar
continuamente nuevos vasos que ayudan a sustentar el crecimiento neoplasico
(Hanahan y Folkman 1996). Este interruptor angiogénico se rige por factores
compensatorios que pueden inducir o inhibir la angiogénesis (Baeriswyl y Christofor
2009). Algunos de estos reguladores angiogénicos son proteinas de sefializacion
que se unen para estimular o inhibir receptores de superficie celular de células
endoteliales vasculares. Los factores involucrados tanto para la induccion como
inhibicion de la angiogénesis son el factor de crecimiento endotelial vascular-A
(VEGF-A) y la trombospondina 1 (TSP-1), respectivamente. Anteriormente la
angiogénesis se consideraba importante solo durante la rapida formacién del tumor
macroscopico; sin embargo, recientemente se establecié que la angiogénesis
también contribuye en la fase premaligna microscoépica de la neoplasia (Hanahan y
Weinberg 2011).

1.2.1.1.6. Activacién de la invasion y metastasis

El proceso de invasion y metastasis se ha esquematizado como una secuencia de
pasos discretos, frecuentemente denominado como cascada de invasion -
metastasis (Talmadge y Fidler 2010). Las células cancerosas tipicamente
desarrollan alteraciones en su forma, asi como en su adhesién a otras células y a
la matriz extracelular (MEC). La alteracion mas caracteristica en las células
cancerosas es la pérdida de E-caderinas, moléculas que inducen la formacion de
uniones adherentes con células epiteliales adyacentes. Las E-caderinas ayudan a
ensamblar capas del epitelio celular y mantienen el orden de las células dentro de
estas capas. El incremento en la expresion de E-caderinas es antagonico a la
invasién y metastasis, mientras que la inhibicién los favorece (Berx y Roy 2009).
Adicionalmente, la invasividad de las células cancerosas se ha asociado con la
participacion de células inflamatorias que rodean los tumores. Las células
inflamatorias producen enzimas que degradan la matriz extracelular (MEC) y otros
factores que favorecen la invasividad de las células tumorales. Por ejemplo, los
macrofagos localizados en la periferia tumoral proveen de metaloproteinasas y

cistein catepsin proteasas, este proceso se cree es mediado por las células



tumorales que secretan IL-6 (Kessenbrock y col 2010). La metastasis puede
dividirse en dos fases: la diseminacion fisica de las células cancerosas desde un
tumor primario a tejidos distantes y la adaptacion de estas células en
microambientes de tejidos diferentes que resulta en la colonizacion exitosa
(Talmadge y Fidler 2010).

1.2.1.1.7. Reprogramacion del metabolismo energético

En condiciones normales aerdbicas, las células procesan glucosa hasta su
degradacion completa a diéxido de carbono en la mitocondria. En células tumorales,
ciertas mutaciones y la presencia de un medio pobre en oxigeno conducen al efecto
Warburg, una reprogramacion del metabolismo energético hacia la glucdlisis que
implica la sobreexpresion y aumento de disponibilidad celular de transportadores de
glucosa (principalmente GLUT1) (Hanahan y Weinberg 2011). Se hipotetiza que los
tumores requieren una modificacién en su metabolismo para cumplir las demandas
bioenergéticas y biosintéticas del rapido crecimiento. Ademas, se propone que este
status protegeria a la célula de los estados fluctuantes de hipoxia-normoxia que
derivan del crecimiento y la reorganizacién de la nueva vasculatura tumoral
(DeBerardinis y Thompson 2012; Hanahan y Weinberg 2011). Existe un interés
creciente en el desarrollo de agentes terapéuticos para inhibir el efecto Warburg en
tumores, sin embargo, el riesgo de toxicidad es alto debido a que la glicolisis es un
proceso que ocurre en casi todos los tejidos humanos (DeBerardinis y Thompson
2012).

1.2.1.1.8. Evasién tumoral del sistema inmune

En condiciones inmunoldgicas normales, los clones tumorales son detectados y
eliminados por mecanismos inmunolégicos tanto del sistema inmune innato (e.g.,
monocitos, macréfagos, células asesinas naturales NK) como adaptativo (induccion
de linfocitos T y B). Fallas en la inmuno vigilancia tumoral podrian explicar la mayor
incidencia de ciertos tipos de tumores en individuos inmunocomprometidos
(Eljaszewic et al. 2013; Vajdic y van Leeuwen 2009). Las células tumorales son
reconocidas por las células inmunes dado que expresan un patron proteico distinto
al expresado por células normales, debido a mutaciones, infecciones por virus

oncogénicos o por su desregulacidon y expresion aberrante. Estas proteinas pueden



actuar como ligandos que activan células del sistema inmune innato o como
antigenos, activando a las células del sistema inmune adaptativo (Schreiber et al.
2011). El reconocimiento de las células tumorales no es sencillo, ya que, por ser
células del mismo individuo, existe cierto grado de inmuno tolerancia. Ademas,
debido a la inestabilidad gendmica, las células tumorales cambian constantemente
su perfil antigénico, lo que también se acompana con la sobreexpresion de ciertas
proteinas (citoquinas y quimioquinas) que actuan como inmunomoduladores
regulando su microambiente y favoreciendo el reclutamiento de monocitos,
macrofagos y células inflamatorias altamente supresoras (linfocitos T reguladores y
células supresoras de la linea mieloide (MDSCs)); suprimiendo la actividad del
sistema inmune y regulando la neovascularizacion (Eljaszewic et al. 2013; Hanahan
y Weinberg 2011). Algunas células tumorales logran escapar de la eliminacion y
entran a una fase de equilibrio, en la que el sistema inmune adaptativo la mantiene
en una dormancia funcional de duracién indefinida. Sin embargo, la constante
presion de seleccion o fallas en la inmunidad llevan a romper la dormancia, al
generarse clones que no son reconocidos, escapan del control y contindan
proliferando, proceso conocido como inmunoedicion (Schreiber et al. 2011). Estas
caracteristicas son el resultado del proceso denominado carcinogénesis (Hanahan
y Weinberg 2011).

1.2.2. CARCINOGENESIS
El proceso por el cual las células normales se transforman en cancerosas se

denomina carcinogénesis. Se ha logrado establecer que la transformacion
progresiva de células normales a derivados altamente malignos se originaba en
alteraciones en el material genético, es decir, mutaciones (Mitrus et al. 2012;
Hanahan y Weinberg 2000). Estas mutaciones le confieren a una célula la
capacidad de dividirse a una tasa mayor que su cohorte y generar una descendencia
que conserva esta mutacion (clones). Posteriormente, las células hijas acumulan
subsecuentes y diversas mutaciones que permiten generar distintos clones. Estos
presentan mayores capacidades de sobrevida y crecimiento, ventajas proliferativas
respecto de su contraparte normal que permite generar un clon neoplasico

persistente (Mitrus et al. 2012). Normalmente, las células del sistema inmune son



capaces de eliminar a estas células tumorales, en un proceso denominado
inmunovigilancia tumoral. Sin embargo, algunos de estos clones pueden adquirir
nuevas capacidades que les permiten evadir estos mecanismos de control y se
genera una neoplasia. Para que estas mutaciones iniciadoras o promotoras de
tumores logren persistir en una célula y dar origen a un clon tumoral, a nivel de la
célula y su microambiente deben darse dos eventos fundamentales, que son
comunes a todos los tipos tumorales: Inestabilidad gendmica la cual favorece el
desarrollo de mas mutaciones y la inflamacién tumorogénica (Valent et al. 2012;
Vesely y Kershaw 2011).

1.2.2.1. Inestabilidad genémica
La presencia y acumulaciéon de las mutaciones responsables de la progresion

tumoral esta favorecida por un estado de inestabilidad genémica en las células
tumorales. Esta es una caracteristica comun de la gran mayoria de los tumores que
acelera la acumulacién de cambios genéticos. Comunmente, la inestabilidad
gendmica se manifiesta como grandes aberraciones cromosdmicas y cambios en la
ploidia. Las aberraciones cromosomicas ocurren temprano durante Ila
transformacién maligna, mientras que la inestabilidad gendémica promueve la
adquisicién de capacidades que favorecen la progresion tumoral (Martinez y Blasco
2011). En células normales existen varios mecanismos que controlan la
acumulacion de mutaciones que ocurren de manera espontanea: la detencion del
ciclo celular, reparacion del DNA y la eventual destruccion de una célula muy
dafada, mediante apoptosis. En este proceso participan las proteinas de los genes
reparadores del ADN y los genes supresores de tumor y en particular, dentro de
estas ultimas, cumple un rol fundamental la proteina p53, denominada por esta
importante funcion, el guardian del genoma. En general, las células tumorales
acumulan mayor cantidad de mutaciones debido a que la tasa de mutaciones en
ellas es mayor, producto de una mayor sensibilidad a agentes mutagénicos y/o por
fallas en uno o mas puntos de la maquinaria de control de la integridad genética
ocasionadas por mutaciones en genes supresores de tumor o reparadores del ADN,
por lo que la célula defectuosa no es destinada a senescencia o apoptosis (Hanahan
y Weinberg 2011).



1.2.2.2. Inflamacién tumorogénica
La inflamacién es un proceso fisiolégico que el organismo desarrolla frente a

fendmenos de dafo tisular (Lu y Huang 2006). La magnitud de la respuesta
inflamatoria es crucial pues una respuesta inflamatoria deficiente resulta en
inmunodeficiencia, lo cual puede conducir desde una infeccidn hasta cancer
(Nathan 1987). Esta tiene una funcion clave en la activacion de la respuesta inmune
innata y adaptativa, la que deberia, en principio, mediar el rechazo de los tumores
inmunogénicos (Muller y Scherle 2006).

Las células implicadas en el proceso inflamatorio son de dos tipos, las que se
encuentran de manera comun en los tejidos, como mastocitos y células endoteliales,
y las que migran e ingresan a la zona afectada desde el torrente sanguineo, como
neutréfilos, monocitos, macréfagos y linfocitos. Estas producen una gran cantidad
de moléculas activas, que son mediadores del proceso inflamatorio, como son las
prostaglandinas y citoquinas (Goémez-Estrada et al. 2011). Las prostaglandinas son
reguladores bien conocidos del crecimiento de la célula. Estas se generan en
muchos tejidos, se sintetizan a partir del acido araquidonico por la accidén de
diferentes enzimas como las ciclooxigenasas (COXs) o lipoxigenasas (LOX)
(Nelson 1974; Smith 1996). Las citoquinas representan un grupo multifuncional de
sustancias mensajeras que transportan informacion de una célula a otra,
responsable de la induccion de varias enzimas, como oxido nitrico sintetasa (NOS)
y COX-2. Las citoquinas pueden ser clasificadas como pro o anti-inflamatorias
dependiendo de la via en la que participen en la inflamacién. Son producidas tanto
por células fijas como por células del sistema circulatorio (como mastocitos,
macrofagos y neutrofilos) (Karima et al. 1999).

Los tejidos normales del organismo estan constituidos por diferentes tipos de
células. En los tumores interactuan células no cancerosas y células cancerosas y
en conjunto colaboran al crecimiento tumoral, dando el soporte funcional y
nutricional, estableciendo lo que se ha denominado el microambiente tumoral.
Dentro de éstas se encuentran fibroblastos anormales, células endoteliales y del
sistema inmune innato y adaptativo (Holzel et al. 2013). Las células del sistema

inmune son las principales responsables de la inmunovigilancia tumoral y la
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eliminacién de los clones tumorales. Sin embargo, durante este proceso se produce
un estado de inflamacion croénica mediado principalmente por macréfagos vy
mastocitos que infiltran el tumor y que producen factores que promueve el
crecimiento tumoral en todas sus etapas (Pages et al. 2010). Por una parte, la
inflamacion promueve la iniciacién tumoral al generar un estrés genotdxico que
favorece nuevas mutaciones; participa en la promocion al inducir la proliferacion y
progresion tumoral e incrementar la formacién de nuevos vasos sanguineos
alrededor del tumor; asi también, favorece la extravasacion celular e invasion tisular,
facilitando el desarrollo de metastasis (Schreiber et al. 2011; Quian y Pollard 2010).
Los factores generados por las células inmunes como factores proangiogénicos y
de crecimiento, enzimas modificadoras de la matriz extracelular y otras sefiales son
capaces de inducir las capacidades de las células tumorales y se han descrito como
eventuales blancos terapéuticos (Hanahan y Weinberg 2011; Quian y Pollard 2010).

1.2.3. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER
1.2.3.1. Epidemia a nivel mundial
El Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN) estima que la carga mundial de

cancer aumentd a 19.3 millones de casos nuevos y 9.9 millones de muertes en
2020. Uno de cada 5 hombres y una de cada 6 mujeres en todo el mundo desarrollan
cancer durante su vida, y uno de cada 8 hombres y una de cada 11 mujeres morira
a causa de la enfermedad. A nivel mundial, se predice que habra 28.4 millones de
nuevos casos de cancer en todo el mundo para el 2040, un aumento del 61.7%. La
creciente carga del cancer se debe a varios factores, incluido el crecimiento y el
envejecimiento de la poblacion, asi como a la prevalencia cambiante de ciertas
causas de cancer vinculadas al desarrollo social y economico. Esto es
particularmente cierto en las economias de rapido crecimiento, donde se observa
un cambio de los canceres relacionados con la pobreza y las infecciones a los
canceres asociados con los estilos de vida mas tipicos de los paises industrializados
(OMS 2018, Sung et al. 2020). Los canceres de pulmdn, mama y colorrectal son los
tres tipos principales de cancer en términos de incidencia, siendo el cancer de mama
el mas diagnosticado con 2.3 millones (11.7%), para pulmon 11.4%, colorrectal 10%

y se clasifican dentro de los cinco primeros en términos de mortalidad (primero,

11



quinto y segundo, respectivamente) (OMS 2018, Sung et al. 2020). Estos tres tipos
de cancer son responsables de un tercio de la incidencia de cancer y la carga de
mortalidad en todo el mundo. Los canceres de pulmén y mama son los tipos
principales a nivel mundial en términos de la cantidad de casos nuevos. Para el
cancer de pulmén, se presentaron aproximadamente 1.8 millones de muertes en
2020, lo que representa aproximadamente el 18% de la carga total de mortalidad.
El cancer colorrectal (940 000 muertes, 9.4% del total) es el tercer cancer
diagnosticado con mayor frecuencia, el cancer de higado es el cuarto (830,000
muertes, 8.4%) vy el cancer de mama es el quinto (690 000 muertes, teniendo en
cuenta que hoy en dia es el tipo cancer con mayor diagnostico a nivel mundial)
(OMS 2018, Sung et al. 2020).

1.2.3.2. Epidemia de cancer en México
En la actualidad el cancer es la cuarta causa de mortalidad en México, con el 9%

de todos los casos. De acuerdo a datos del INEGI, en el afio 2020 fallecieron
683,823 personas y las cuatro principales causas de muerte fueron: enfermedades
del corazdén (218,885), SARS-CoV-2 (201,163), complicaciones de la diabetes
mellitus (151,214) y cancer (90,645) (INEGI 2020). La mortalidad por cancer en
México presenta un incremento sostenido a lo largo de las ultimas décadas
(Gonzales et al. 2015); entre los afios 2000 y 2015 fallecieron por cancer en el pais
1,129,703 personas (INEGI 2017). De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica 'y
Geografia (INEGI), tomando en cuenta los datos de morbilidad hospitalaria por
tumores malignos (egresos hospitalarios), durante 2011 al 2016 se observo que el
cancer en organos hematopoyéticos fue el mas comun en hombres (51.2%) y
mujeres (54.1%) que tienen menos de 0 a 17 afos. El segundo lugar lo ocupan los
tumores malignos del encéfalo y otras partes del sistema nervioso central hombres
(14.6%) y mujeres (15%), seguido del de hueso y cartilagos articulares hombres
(6%) y mujeres (8%) (INEGI 2017). Para la poblacién de 18 a 29 anos, el cancer de
organos hematopoyéticos es el que causa el mayor porcentaje de muertes por
tumores malignos en el periodo de 2011 a 2016, con un rango de 27.1 a 30.9 %, se
aprecia una disminucion en comparacién con los porcentajes que se presentan en

los infantes y adolescentes para esta enfermedad. Por sexo, pese a que las
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diferencias porcentuales no son muy marcadas, se detecta que de 2013 a 2016, los
varones presentan porcentajes de defunciones observadas mas altos que las
mujeres para este tipo de cancer (INEGI 2017).

1.2.4. TRATAMIENTOS
La medicina contemporanea ofrece diferentes tipos de tratamientos para el cancer

entre ellos se encuentran: cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y
terapia hormonal entre otros. El tratamiento depende del tipo, tamafio y expansion
del tumor (NOM-041-SSA2-2011; NOM-014-SSA2-1994). La cirugia temprana es el
método con mayor tasa de curacién del cancer. Ademas, la combinacion cirugia y
tratamientos coadyuvantes como radioterapia o quimioterapia facilitan y mejoran el
pronéstico tras la intervencidn quirurgica del paciente. Por otra parte, la radioterapia
constituye una buena alternativa terapéutica cuando la extirpacion quirurgica del
tumor no es recomendable al comprometer 6rganos vitales (Barcellos-Hoff et al.
2005). Los efectos secundarios que presentan o desarrollan los pacientes
sometidos a radioterapia pueden ser precoces (i.e., aparecen durante o despueés
del tratamiento) o tardias; entre los precoces se registran reacciones cutaneas,
alteraciones gastrointestinales, mucositis, xerostomia y mielosupresion; mientras
que entre las tardias se incluyen mielopatias, necrosis 6sea, fibrosis pulmonar,
miocarditis y ulceras cutaneas (Turriziani et al. 2005). Un tercer tratamiento es la
quimioterapia, un tratamiento sistémico en el que se distribuyen sustancias
citotoxicas por todo el organismo. La quimioterapia es especialmente util si el tumor
ya ha progresado hacia metastasis (Gelmon et al. 1999; Gibbs et al. 2000); sin
embargo, algunas sustancias citotoxicas empleadas (i.e. taxanos, etopdsido,
vinorelbina y adriamicina) inducen efectos secundarios (alta toxicidad,
inespecificidad y resistencia de las células tumorales). Los efectos secundarios
afectan principalmente a células normales caracterizadas por su mayor tasa de
recambio o velocidad de division, por ejemplo, las de médula ésea, epitelios del
tracto gastrointestinal y de foliculos pilosos (Jeffrey y Hochhauser 2010). En este
contexto, el tratamiento del cancer requiere de nuevos medicamentos que sean mas
eficientes y eficaces que los tratamientos actuales.

1.2.4.1. Medicina tradicional
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La medicina tradicional agrupa el conocimiento y practicas basadas en las teorias,
creencias y experiencias de los pueblos indigenas de las diferentes culturas para
mantener la salud y prevenir o tratar enfermedades fisicas y mentales. Una parte de
la medicina tradicional corresponde al uso y empleo de las plantas medicinales
(WHO 2000). La investigacién sobre el uso de plantas medicinales forma parte de
la etnobotanica que ha sido definida como el estudio de las interrelaciones entre los
grupos humanos y las plantas (Ford 1978; Gomez-Veloz 2002). En medicina
tradicional la parte utilizada (hojas, tallos, raices, flores o semillas) depende de la
planta y su actividad se asocia a sustancias quimicas llamadas metabolitos
secundarios, productos naturales o principios activos (Balandrin et al. 1993). La
OMS define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos o cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos.
Aproximadamente el 80% de la poblacion mundial recurre de alguna manera a la
medicina tradicional (Vides y Alvares 2013). En algunos paises, es de gran
importancia como cuidados sanitarios primarios, como Etiopia el 90% de la
poblacién la utiliza. En Benin, Ruanda e India el 70% de la poblacion recurre a ella.
En Canada el 70% de su poblacion la utilizado alguna vez; Australia 48%; Estados
Unidos 42%:; Belgica 38% y Francia 75% (OMS, 2002). En nuestro pais deddo a su
gran diversidad vegetal, existe una extensa variedad de tratamientos
fitoterapeuticos que forman parte de la herbolaria tradicional mexicana. Soportada
por aproximadamente 4 500 especies, esta ocupa el segundo lugar a nivel mundial
en el niumero de plantas medicinales registradas (Barragan 2006). Las plantas
medicinales también tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna en
tanto que son fuente directa de agentes terapéuticos (metabolitos) y/o materia prima
para la obtencion de medicamentos sintéticos mas complejos, para el tratamiento
de diversas enfermedades, incluyendo al cancer (Oliviera et al. 2005). Este
conocimiento popular esta basado en la eficacia, es decir, se acepta y adopta lo que
se ve que sirve, lo demas cae en desuso. Sin embargo, un problema de la fitoterapia
popular es la dificultad de llevar un control sobre la dosis y la calidad del producto,

lo cual puede propiciar riesgos y dafios a la salud. Muchos de los remedios
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tradicionales son fabricados a partir de poblaciones silvestres cuyo contenido
quimico puede variar debido a razones genéticas o ambientales. Por otro lado, no
existe suficiente informacién sobre la abundancia y distribucion de todas las plantas
medicinales, mucho menos sobre el rango de variabilidad de las especies. A pesar
de la baja toxicidad de los principios activos de algunas especies vegetales, éstas
pueden dar origen a problemas de salud debido a factores como contaminacién
microbioldgica, presencia de restos de plaguicidas, herbicidas o metales pesados,
y por efectos adversos debidos a la interaccién con el farmaco de sintesis si el
paciente se encuentra en tratamiento. También debe considerarse que la planta
utilizada puede no ser la auténtica, ya sea por confusion en la recoleccion de la
especie indicada o con propositos de adulteracion; asimismo, debe asegurarse que
sean adecuados la época de recoleccion y los procesos de secado y conservacion,
parametros que inciden directamente en los componentes de la planta y por ende
en la calidad del producto. Por lo tanto, el uso adecuado de alternativas terapéuticas
herbolarias requiere del establecimiento de procesos de estandarizacion rigurosos
con base en un metabolito que permita a los curanderos herbolarios y otros
profesionales de la salud usar las plantas medicinales sobre bases firmes y seguras
(Hylands et al. 2004). El avance de la quimica permitié el desarrollo de la quimica
combinatoria lo cual condujo a la sintesis de novo de un gran numero de farmacos.
Asimismo, la biotecnologia ha revolucionado el proceso de descubrimiento de
nuevas drogas. Con estas tendencias, el estudio de extractos de plantas se fue
dejando de lado y olvidando su potencial como fuente de compuestos bioactivos.
Sin embargo, en épocas recientes, ha resurgido el interés por la medicina herbolaria
y el desarrollo de farmacos a partir de especies vegetales (Schlaepfer y Mendoza-
Espinosa 2010).

1.2.5. DIVERSIDAD FLORISTICA DE SINALOA
Sinaloa cuenta con una gran diversidad floristica asociada a ecosistemas muy

variados que incluyen areas semidesérticas, tropicales, costa y sierra; asi como a
la presencia once rios y una ubicacién privilegiada en la cuenca del pacifico
(INAFED 2005). Villasefior 2016 publico un listado de plantas vasculares nativas

de México, donde se incluyen 1437 especies para Sinaloa y en sus trabajos mas
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recientes ha contabilizado al menos 3800 especies. Los principales tipos de
vegetacion del estado son selva baja caducifolia, selva mediana subcaducifolia,
bosque de encino, bosque de pino-encino, matorral sarcocaule, vegetacion haldfila,
manglar y vegetacion de dunas costeras. La riqueza floristica de Sinaloa incluye
una amplia variedad de plantas con frutos comestibles, no cultivados, escasamente
estudiados, pero con alto potencial de ser aprovechados en condiciones de
sustentabilidad (Cuadro 1) (Pérez-Gutiérrez et al. 2010). Investigadores del
Laboratorio de Quimica de Productos Naturales y de la Unidad de Investigaciones
en Salud Publica Dra. Kaethe Willms, Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, de
la Universidad Auténoma de Sinaloa, trabajan en la caracterizacion quimico-
bioldégica de plantas silvestres de Sinaloa; y especificamente en estudios previos
han demostrado que el extracto metandlico y fracciones del fruto de papache
(Randia echinocarpa) poseen actividad antioxidante y antimutagénica in vitro (Cano-
Campos et al. 2011).

1.2.6. PLANTAS COMO FUENTES DE AGENTES TUMORALES Y
ANTIINFLMATORIO
Hasta el afio 2000 se habian registrado mas de 3000 especies de plantas para el

tratamiento de del cancer (Graham et al. 2000). Las plantas son una fuente
importante de metabolitos secundarios, compuestos organicos que no estan
directamente involucrados en el proceso metabdlico primario asociado al
crecimiento y desarrollo, con propiedades anticancerigenas. Los metabolitos
secundarios dan ventajas competitivas a las plantas que las contienen, por ejemplo,
se les han asignado funciones de defensa contra predadores y patégenos (Croteau
et al. 2000). Los antimutagenos naturales presentes en la dieta constituyen una
opcién importante como agentes quimiopreventivos contra el cancer y otros
padecimientos, ya que la mayoria de los inhibidores de la mutagénesis provenientes
de otras fuentes pueden causar efectos adversos (Cuadro 2) (Deguchi et al. 2000).
Tambien se ha relacionado a las plantas medicinales con actividades
antiinflamatorias; en la medicina tradicional se han utilizado para tratar y cuidar a
pacientes con enfermedades que conllevan a procesos inflamatorios. En este

sentido, la medicina tradicional es ampliamente usada actualmente en el mundo
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(OMS, 2002) y existe un gran numero de reportes sobre la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria de extractos y metabolitos secundarios aislados de fuentes
naturales. Estas investigaciones se han realizado en diferentes modelos
farmacoldgicos in vitro e in vivo (Newman et al. 2003; Setty y Sigal, 2005).

1.2.6.1. Familia de la Rubiaceae
La Rubiaceae es una de las familias de plantas vasculares mas grandes, incluye

659 géneros y aproximadamente 10700 especies, y los géneros mas representados
son Gardenia, Xantonnea y Greenea. Aproximadamente el 80% de las rubiaceas
son lefiosas (Andersson 1995). En México la familia Rubiaceae esta representada
por 77 géneros indigenas o endémicos, ocho géneros (naturalizados o cultivados)
y aproximadamente 533 especies (Robbrecht 1988). Las plantas de esta familia
exhiben diversas actividades bioldgicas entre las que destacan la actividad
antioxidante, antiinflamatoria y antitumoral. Actividades que se han evaluado en
extractos y fracciones de diferente polaridad, asi como compuestos bioactivos como
triterpenos, antraquinonas, glucésidos y alcaloides oxinddlicos (Cuadro 3, 4, 5y 6).
De estas actividades biolégicas destaca la actividad antiinflamatoria con su relacidon
con la enfermedad del cancer. Se ha reportado que la inflamacion crénica y continua
sobre los tejidos contribuye al inicio, desarrollo y la metastasis de los tumores. Lo
cual se ve reflelado en el microambiente con el aumento de células
proiinflamatorias, citocinas, enzimas como las cicloxigenasa-2 y Oxido nitrico
sintetasa inducible, asi como sus productos, protaglandinas y el radical 6xido nitrico

y factores de transcripcion. El desarrollo del microambiente aumenta la

Cuadro 1. Caracteristicas sobresalientes de algunos frutos silvestres sub-

aprovechados del estado de Sinaloa con potencial de alimento funcional

Fruto Caracteristicas sobresalientes Referencias
Aguama (Bromelia Empleados como antiparasitarios. Altos contenido en Pio-Ledn et al. 2009,
pinguin) minerales (principalmente calcio) y vitamina C. Posee Payrol et al. 2008

una proteasa termoestable con potencial uso industrial.
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Arrayan (Psidium

sartorianum)

Posee interesantes propiedades antiparasitarias.

Presenta altos contenidos de vitamina C y fibra.

Delgado-Vargas et al.

2005

Apoma o Ramon

Semillas ricas en proteinas y de mejor calidad que la del

Meiners et al. 2009

(Brosimun maiz.
alicastrum)
Guamduchil Sus arilos son ricos en vitamina C y con potencial para Gambhir y Bhaskar
(Pithecellobium tratar la gastritis. 2011, Magala y Geetha
dulce) 2010

Nanchi amarillo
(Byrsonima

crassifolia)

Ricos en vitamina C, con propiedad antimutagénica y

antidiabética.

Santos-Ballardo 2008,
Perez-Gutierrez et al.

2010

Nanchi de la costa

(Ziziphus sonorensis)

Rica fuente de fibra dietaria (34% b.s.) y taninos (11%

b.s.).

Montiel-Herrera et al.

2005

Jatropha platyphyilla

Las semillas se consumen después de ser tostadas, ésta

no es toxica. Alto contenido de proteinas.

Makkar et al. 2011
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Cuadro 2. Antimutagenicos naturales reportados para tratar diferentes tipos de cancer.

Planta

Parte usada

Fitoquimicos

Tipo de cancer suprimido

In vitro/In vivo

Peganum harmala
Curcuma longa
Allium wallichii

Artemisia annua
Debregeasia saeneb
Camelia sinesis

Paeonia suffruticosa
Ocimum sanctum
Ginkgo biloba

Camellia sinensis
Ziziphus mauritiana

Solanum nigrum
Vigna unguiculata

Ziziphus spina-christi
Glycyrrhiza glabra

Herba epimedii
Elusine coracana

Psoralea corylifolia
Peltophorum dubium
Vicia faba
Xanthium strumarium
Nigella sativa
Ocimum sanctum

Moringa oleifera

Glycine max
Bauhinia variegata
Withania somnifera

Aegle marmelos

Raiz
Rizomas
Planta entera

Planta entera
Tallo
Hojas

Semillas
Hojas
Hojas

Hojas
Hojas, Cascara de la
fruta
Hojas
Semilla

Flores, hojas
Raiz

Hojas
Semillas

Semillas
Semillas
Semilla
Fruto
Semillas
Hojas

Flores, hojas

Semillas
Flores
Raiz
Cascara, raiz

Harmina
Acido ascérbico, Curcuma
Esteroides, terpenoides,
flavonoides, azucares
reductores y glucosidos.
Artemisinina
Taninos
3-galato de
epigalocatequina,
epicatequina,
epigalocatequina
Polisacaridos
Eugenol, orientina, vicenina
Ginkgetina, gink Oolido A
yB
Theabrownin
Acido linolenico , Metil
esterato
Solamargina, solasonina
Inhibidor quimiotripsina/
tripsina

Doxorubicina, espinanina-
A, rutnina, quercetina
Licochalcona-A,
licoagrochalcona
Icariina, icaritina, icarisido
Ragi bifunctional
inhibitor
Psoralidina
Inhibidor de tripsina
Inhibidor de proteasas
Xanthatina
Timoquinona
Eugenol, orientina,
vicenina
Moringa oleifera
Inhibidor de proteasa
Inhibidor Bowman-Birk
Kaempferol galactosido
Withaferin A, D
Lupeol

Mama
Leucemia, gliomastoma y colon
Préstata, cervical y mama

Higado, mama y pancreas
Tumores
Higado, vejiga, piel, prostata y mama.

Prostata, colon, mama y cervical
Mama, higado y fibrosarcoma
Hepatocarcinoma, ovario, préstata, colon y
higado
Pulmén
Leucemia, cervical y higado

Mama, higado, pulmén y piel
Mama

Pulmén y mama
Prostata, mama, pulmén, estomago vy rifién

Préstata, pulmon, rifidn y gastrico
Células de leucemia y linea celular K562

Estémago y prostata
Linfomas de ratas y leukemia
Piel
Lecucemia y higado
Colon, prostata, mama y pancreas
Mama, higado y fibrosarcoma

Abdominal

Colorrectal, prostata 'y colon
Mama, pulmoén y higado
Mama, cervical, préstata y colon
Linfoma, melanoma, leucemia y mama

In vitro / in vivo
In vitro
In vitro

In vitro / in vivo
In vitro
In vitro / in vivo

In vitro
In vitro
In vitro

In vivo
In vitro

In vitro
In vitro

In vivo

In vivo

In vitro / in vivo
In vitro / in vivo

In vitro
In vitro / in vivo
In vitro / in vivo
In vitro
In vitro
In vitro

In vitro / in vivo

In vitro / in vivo
In vivo
In vivo
In vitro

Igbal et al. (2011)
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Cuadro 3. Plantas de la familia de las Rubiaceae han mostrado actividades antitumorales, citotoxicas y anticarcinogénicas

in vitro.
Extracto/ Metabolito Linea - C :
Planta Parte de la planta ; . Actividad biologica Referencia
secundario celular/Métodos
Qanthlum Hojas Etanolico MTT Antitumoral Prabhu et al. 2011
parviflorum Lam Hela
. - . Etandlico crudo y fracciones MTT .
Rubia cordifolia Hojas metandlicay diclorametano  HEK 293, U937 y HL 60. Antitumoral Patel et al. 2010
MTT, fragmentacion
Morinda pubescens Fruto Proteinas DNA Citotoxica Thomas et al. 2017
A549
Morinda elliptica Hojas Antraquinonas Promomglljg(t)ltumoral Antitumoral Jasril et al. 2003
L — MTT . Rupachandra y Sarada
Borreria hispida Fruto Metanolico MCF-7, A549 Antitumoral 2013
Promocién antitumoral
Aislamiento y cultivo de
Extracto hidroalcohdlico cé¢lulas mononucleares
Uncaria tomentosa Hojas Alcaloides oxindoles periféricas de sangre y Antitumoral Lozadaetal. 2015
pentaciclicos microambiente.
Citometria de flujo
B16/BL6
. o p . (1 MTT . .
Morinda citrifolia L. Hojas Etanolico B16-F10 Antitumoral Candida et al. 2014
Metanolico, fracciones UACC-62, MCF-7,
Guettarda pohliana hexano, cloroformo, etil NCIADR,
Mu'll ?Ar Hojas acetato y hidrometanolica NCI-460, PCO-3, 786-0, Citotoxica Oliveira et al. 2013
- ATE Iridoides secoxiloganinay =~ OVCAR, HT-29 y K-562
loganina
Metandlico, fraccion acetato
Hedyotis Diffusa . de etilo . .
Willd Hojas 1.3-dihidroxi-2-metil-L- HepG2 Antitumoral Lietal. 2016
antraquinona
Morinda citrifolia Fruto hexano, metanol, acetato e HepG2, Huh7 y MDA- Antitumoral Huang et al. 2016

etilo, cloroformo y etanol

MB-231
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Morinda citrifolia
L.

Uncaria tomentosa
(Willd.) DC.

Hedyotis diffusa

Pavetta crassipes K.
Schum

Rubia philippinensis

Uncaria tomentosa
Uncaria tomentosa

Oldenlandia diffusa
y O. corymbosa

Morinda citrifolia

Ixora brevifolia
Benth.

Uncaria tomentosa
Borreira hispida 'y
Momordica dioica

Uncaria
macrophylla

Morinda citrifolia

Pavetta indica L.

Fruto

Hojas

Planta

Hojas

Raiz

Corteza

Corteza y hojas

Planta

Raiz

Planta

Hojas

Semillas

Planta

Fruto

Partes aéreas

etanodlico

acuoso y etandlico
alcaloides inddlicos

Polisacaridos

Extractos metandlico y
diclorometano

Derivados de antraquinonas

Extracto acuoso

Alcaloides oxindoles

Extractos metandlico y
fracciones cloroformica,

acetato de etilo y butandlica.

Antraquinonas

Extracto crudo metanolico y
fraccion hexanica,
butandlica y
hidrometandlica.
Extracto acuoso

Extracto metandlico

Extractos éter de petrdleo,
acuoso, cloroférmico y
acetato de etilo.
Extractos etanolico y
hexanico, fracciones
cloroférmica, acetato de
etilo y butanolica.
Extracto metandlico

B16-F10

HT-29, SW707, MCF7,
A549, HL60 y
LLC(LL/2)
Hep3B, A459, MCF-7 y
HCTI116
A459, NSCLC, PC3,
GBM, U373, MXT y
NHDF
SK-MEL-5, B16F10,
MCF7, MDA-MB-231y
MDCK
A431, HaCaT, SCCO11,
SCCO013 y SCC022.
Cultivo de leucocitos, U-
251-MG y T24.

Caco2 y HepG2

Enzimas Pol A, Pol By
Pol y y HCT 116.

K562, U251 y OVCAR-3

HepG2 y NDHFs
MCF7 y A459

MCF7 y HepG2

MCF7, MDAMB-231y
HEK-293

MDA-MB-231 y MCF-7

Antitumoral

Antitumoral

Antitumoral

Antitumoral

Antitumoral

Antiproliferativo y pro-
apoptotico
Genotoxicidad y
citoxicidad

Antiproliferativa

Antiproliferativa

Antiproliferativa

Citotoxica

Anticancer

Antitumoral

Anticancer

Citotoxicidad

Candida et al. 2014b

Pilarsky et al. 2010

Maetal. 2019

Baldé et al. 2010

Bajpai et al. 2018

Ciani et al. 2018

Kaiser et al. 2016

Liang et al. 2008

Kamiya et al. 2016

Medina et al. 2017

Kosmider et al. 2017
Rapachandra y Sarada
2013

Sun et al. 2012

Sharma et al. 2015

Thi-Kim et al. 2019
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Cuadro 4. Plantas de la familia de las Rubiaceae han mostrado actividades antitumorales y anticarcinogénicas in vivo.

Extracto/ Metabolito

Planta Parte de la planta . Modelo Actividad biol6gica Referencia
secundario
Qanthlum Hojas Etanolico Ratones usando células Anticarcinogénica Prabhu et al. 2011
parviflorum Lam
de sarcoma-180
Ratones Swiss albinos
Morinda citrifolia Tallo Etandlico 'mp lantacion de Antitumoral Da Silva et al. 2016
Linn carcinoma de ascitis de
Ehrlich y sarcoma-180
Células tumorales
. T . Fracciones acetato de etilo, sarcoma-180 . .
Morinda citrifolia Hojas butanica y acuosa, Ratones CS7BL/6] Antitumoral Lietal. 2013
Extracto hidroalcohodlico
Uncaria tomentosa Hojas Alcalmdes'ogmdoles Ratones C57BL/6 Antitumoral Lozada et al. 2015
pentaciclicos
Morinda citrifolia L. Fruto etandlico B16-F10 Antitumoral Candida et al. 2014
Uncaria tomentosa . acuoso y etanodlico T .

(Willd.) DC. Hojas alcaloides indélicos Ratones C57Bl/6. Anticarcinogénica Pilarsky et al. 2010
Hedyotis diffusa Planta Polisacaridos Ratones BAL/c Antitumoral Ma et al. 2019
Anthocephalus Corteza Extractos metar}ollco y cter Ratones Swiss albinos Antitumoral Dolai et al. 2012

cadamba de petroleo
Hedyotis diffusa - Ratones Lewis con .
Willd Planta Extracto etanolico tumor CSbl/6 Antitumoral Suetal. 2019
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Cuadro 5. Plantas de la familia de las Rubiaceae han mostrado actividad antiinflamatoria.

Planta

Parte de la planta

Extracto/ Metabolito
secundario

Modelo/Método

In vitro/In vivo

Referencia

Nauclea latafolia

Xeromphis nilotica

Uncaria tomentosa

Uncaria tomentosa

Galium mexicamum

Chiococca alba

Mitragyna ciliata

Morinda citrifolia
L.

Raiz

Raiz

Corteza

Corteza y hojas

Partes aéreas

Raiz

Corteza

Fruta

Acuoso

Acuoso

Hidroalcoholico y acuoso

Acuoso

Metanolico, hexanico y
cloroférmico. Fracciones

Etanolico y fracciones
butanol, éter etilico y
fraccion enriquecida con
saponinas

Metanolico

Metanol-cloroformo (1:1
v/Vv)

Ratones por contorsiones
abdominales por 4acido
acético, placa caliente y
formalina. En ratas por
inducida por albumina de
huevo y pirexia inducida
por levaduras.

Ratones inducido por
formalina y en ratas por
edema inducido por
albimina de huevo.
Celulas Jurkat T y ratones

BALB/c por edema de
pata inducida por
carragenina

Células RAW 264.7

Células TPH-1

Células RAW 264.7

Inhibicion lipooxigenasa-
5 y ratones BALB/c por
edema de pata inducida
por carragenina

Inhibicion de COX-1 y
COX-2, J774, medicion
de nitritos y en ratas

In vitro / In vivo

In vivo

In vitro / In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro / In vivo

In vitro / In vivo

Abbah et al. 2010

Adzu et al. 2014

Aguilar et al. 2002

Azevedo etal. 2018

Bolivar et al. 2011

Moreira-Borges et al.
2013

Dongmo et al. 2003

Dussossoy et al. 2011
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Gardenia
erythoclada

Wendlandia heynei

Uncaria tomentosa

Morinda parvifolia

Uncaria guianensis

Gardenia
sootepensis

Raiz

Hojas

Corteza

Partes aéreas

Corteza

Brote apical

Triterpenos, saponodsidos A-

J

Metanolico y sus fracciones
hexano, cloroformo, acetato

de etilo, butanol y acousa.

Mitrafilina

Glucosidos

Fraccionamiento biodirigido

de extracto hidroalcohdlico

Triterpenos

Wistar por edema de pata
inducida por carragenina

Células RAW 264.7

Ratas  Sprague-Dawley
edema auricular inducido
por TPA, edema en el ano
inducido por aceite de
croton, edema en la pata
inducida por formalina,
edema en la pata trasera
inducida por carragenina y
en macrofafos.

Ratones  BALB/c y
macréfagos

Ratones Kunming por
edema en la oreja inducida
por aceite de croton y
células RAW 264.7
Células RAW 264.7 y
ratones inflamacion agudo
inducida por LPS y ratas
edema en pata inducido
por carragenina.

Células HEK293 y RAW
264.7

In vitro

In vitro / In vivo

In vitro /In vivo

In vitro /In vivo

In vitro /In vivo

In vitro

Kaennakam et al. 2018

Maryam et al. 2019

Rojas-Duran et al. 2012

Suetal. 2019

Urdanibia et al. 2013

Young et al. 2016
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Cuadro 6. Plantas de la familia de las Rubiaceae han mostrado actividad antioxidante.

Extracto/ Metabolito

Planta Parte de la planta : Método/Modelo In vitro/In vivo Referencia
secundario
Morinda citrifolia L. Fruta Acuoso ORAC y DPPH In vitro Dussossoy et al. 2018
Antirhea borbénica Hojas y tallos Polifenoles ORAC, DPPH y ROS In vitro Le-Sage etal. 2017
Feretia apodanthera Raiz Hexamco;cggg::er’ etanol DPPH In vitro Owolabi et al. 2018
Morinda citrifolia L Fruta Acuoso Ratas Wistar albinas In vivo Yilmazer et al. 2016
Fernelia buxifolia TEAC, FRAP, HOCI,
Myonima nitens Hojas Acuoso desoxirribosa, APPH y In vitro Neergheen et al. 2006
Myonima obovata Cu-fenantrolina.
Phychotria . Metandlico crudo y . .
umbellata Vell. Hojas alcaloide psicolatina Saccharomyces cerevisiae In vitro Fragoso et al. 2007
. . L. . Jaya-Kumar y Jaya
Morinda pubescens Hojas Hexanico DPPH In vitro Santhi 2012
Coffea arabica L. Granos verdes Acuoso Eﬁ}ﬁ ’1 2ABTS y células In vitro Jung et al. 2017
. . Metandlico, acetato de etilo, . Salazar-Aranda et al.
Hamelia patens Hojas y tallos hexénico y butandlico. DPPH In vitro 2016
Poder reductor, DPPH,
. . Metanolico crudo e metal quelacion, . .
Ixora parviflora Hojas hidrilizados inhibicion radical In vitro Kou-Ching et al. 2011
hidroxilo y ROS.
Ixora coccinea Flores, hojas y tallos. Metandlico DPPH, Xa};f:lél oxidasa y In vitro Torey et al. 2010
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proliferlacién celular y por ende la formacién de tumores (Cuadro 5) (Balkwill y
Mantovani 2001; Kundu y Shur 2008; Montavani et al. 2008).

1.2.6.2. Género Randia
Randia L. ex Houst. (Rubiaceae, Gardenieae) es un género taxondmicamente

complejo de arbustos, arboles y lianas que anteriormente incluia de 200 a 300
especies de tropicos y subtropicos del mundo. Sin embargo, estudios recientes de
la tribu Gardenieae basados en caracteres vegetativos, morfologia floral y frutal,
anatomia y palinologia han revelado que los miembros paleotropicales (areas de
Africa, Asia y Europa) pertenecen a otros géneros (Fagerlind, 1943, Keay, 1958,
Tirvengadum, 1978, Robbrecht & Puff 1986). Las especies de Randia estan
altamente diversificadas en las zonas tropicales y subtropicales. En México, la
diversidad de Randia incluye 33 especies y 23 son endémicas (Lorence y Dwyer;
Craib 1939, Lorence & Rodriguez-Acosta, 1986).

1.2.6.3. Randia echinocarpa
1.2.6.3.1. Aspectos botanicos

Randia echinocarpa pertenece a la familia Rubiaceae, especificamente a la tribu
Gardenieae y al subgénero Basanacantha, caracterizado por presentar grandes
flores y frutos, flores y plantas unisexuales, generalmente dioicas. Los sinGnimos
para esta planta son Basanacantha echinocarpa (Ses. y Moc ex DC) Bullock, Solena
echinocarpa (Ses. y Moc ex DC.) D. Dietr y Genipa echinocarpa (Ses. y Moc ex.
DC.) (Williams 1972). Randia echinocarpa es un arbusto o arbol pequefio de 2 a 6
m de altura con ramas rigidas y con tallos cortos terminados con cuatro espinas. La
planta es dioica pero en ocasiones puede ser poligamonoica (Shreve y Wiggins
1964). Las hojas simples, ovadas u obovadas son opuestas y por lo general siempre
verdes. Las flores solitarias son terminales y por lo general unisexuales, pero a
veces bisexuales (Shreve y Wiggins 1964; Standley 1926). Las flores pistiladas
tienen 3 cm de largo y son mas largas que las flores estigmadas. Las corolas son
de color blanco, volviéndose amarillo-naranja con la edad. Los frutos son tipo frutilla
subglobosos, de 4.5 a 10 cm de diametro, cubiertos de protuberancias irregulares
aplanadas 0.5 a 3 cm de largo y a menudo de color amarillo cuando estan maduros.

Los frutos contienen numerosas semillas, redondas rodeadas por una pasta oscura
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cuando maduran (Figura 1). La floracion ocurre generalmente de marzo a julio y los
frutos maduran de julio a marzo (Bye et al. 1991). Esta especie esta restringida a la
vertiente del Pacifico de México, por lo general crece desde el nivel del mar hasta
1700 m.s.n.m., con la mayoria de las poblaciones entre los 255 y 1200 m.s.n.m. La
especie se distribuye desde el sur de Sonora y el suroeste de Chihuahua hacia el
centro de Guerrero y suroeste de Puebla, con el desierto de Sonora que marca la
frontera norte (Hastings et al. 1972) y la cuenca del Rio Balsas la frontera sur. Los
informes de su apariciéon en Veracruz (Shreve y Wiggins 1964; Standley 1926)
corresponden a etiquetas erroneas o mixtas. Este arbusto espinoso se encuentra
generalmente en vegetacion secundaria asociado con colinas, laderas y llanuras de
bosques tropicales caducifolios y bosques espinosos.

1.2.6.3.2. Usos etnobotanicos

El fruto de papache tiene multiples usos medicinales, decocciones del fruto seco y
la pulpa fresca son consumidas como un remedio contra enfermedades renales,
pulmonares y circulatorias, asi como también para el tratamiento de la diabetes,
cancer, malaria y ulceras pépticas (Bye et al. 1991; Vargas y Pérez 2002).
1.2.6.3.3. Estudios cientificos sobre nutrimentos y compuestos con actividad
bioldgica en el fruto de papache

El fruto de papache contiene manitol, B-sitosterol y acidos quindvico, oxoquindvico,
ursolico y oleandlico. De éstos, el manitol se ha sefialado como un osmodiurético,
sin embargo, su presencia no explica las propiedades diuréticas atribuidas al
papache (Bye et al. 1981). Cabrera-Lopez (2000) registré algunas caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales del fruto del papache, entre las cuales podemos
mencionar un bajo contenido de vitamina C y contenido relativamente alto de
compuestos antinutricionales (Cuadro 7); sin embargo, discute que el contenido de
antinutricionales es inocuo para al hombre y que su inclusion en la dieta podria
aportar efectos benéficos. El papache presenta actividad antimutagénica asociada
a su contenido de los acidos palmitico, linoleico y del 3-sitosterol y se ha sugerido
un efecto positivo en la prevencion/tratamiento de cancer (Santos-Cervantes et al.
2007).
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ecruriocarpa).

Parametro

Pulpa estado fresco

Semilla

pH
Acidez titulable (%)
Solidos solubles (°Brix)

Vitamina C (mg/100 g)

6.24

0.04

25.10

7.01
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Taninos (mg/g) 1.66 0.73

Cabrera-L6pez (2000)

Componentes del fruto poseen propiedades antioxidantes y antitumorales. El
extracto metanolico crudo, una fraccidn hexanica, asi como una mezcla de los
principales componentes de esta fraccion (i.e., B-sitosterol y los acidos linoleico y
palmitico) indujeron apoptosis en lineas tumorales de glandula mamaria MDA-MB-
231 y cancer gastrico AGS. Basado en estas observaciones se sugiere que el fruto
de R. echinocarpa podria tener actividad anticarcinogénica (Cano-Campos et al.
2011). En otro estudio, Serrano-Silvas (2013) demostrd que el pigmento del fruto
del papache induce respuesta inmune al promover la proliferacion de esplenocitos
de ratones. Asimismo, Montes-Avila et al. (2018) caracterizaron el pigmento
pigmento del fruto de papache como melanina y demostraron su actividad
antioxidante in vitro y celular, ademas de inducir respuesta inmune al promover la
proliferacion de esplenocitos en ratones. Cuevas-Juarez et al. (2014) extrajeron
melaninas solubles del fruto de papache a temperatura ambiente (A) o ebullicion (E)
y las purificaron por precipitacién con etanol (MPE) o dialisis (MPD); las melaninas

solubles inhibieron la a-glucosidasa presentando los siguientes valores de ICso
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(mg/mL): 1.94 £ 0.30 (MPE-A), 1.38 £ 0.14 (MPE-E), 1.17 £ 0.069 (MPD-A) y 1.00
+ 0.010 (MPD-E). Valores que fueron mejores que el obtenido para acarbosa (ICso
= 8.23 mg/mL). En otro estudio, extractos cloroférmico y bencénico de R.
echinocarpa no afectaron el tiempo de cicatrizacion de las heridas de la piel en ratas
Wistar, mientras que el extracto acuoso aumentd el tiempo de coagulacion
sanguinea y cicatrizacion en piel y ulceras gastricas (Pérez et al. 1993). De los
compuestos identificados en el fruto de papache, el acido ursdlico y 3-sitosterol han
sido relacionados con actividad antiinflamatoria como lo reporta Dumaro et al.
(2017) para Randia hispida (actualmente clasificada como Rothmannia hispida (K.
Schum.) Fagerl), para R. echinocarpa no se encontrdé ningun reporte cientifico que
evalue esta actividad. De manera general es posible afirmar que existen pocos
estudios quimico biolégicos del fruto de papache que asocien compuestos
especificos con actividades antitumoral, anticarcinogénica y antiinflamatoria. En
esta investigacion se avanzo en el establecimiento de dicha asociacion empleando
evaluaciones in vitro (lineas celulares) e in vivo (modelos animales) para las

actividades bioldgicas.

CAPITULO 2. COMPOSICION FITOQUIMICA Y ACTIVIDADES
BIOLOGICAS DE LAS PLANTAS DEL GENERO RANDIA

2.1. ABSTRACT
Introduction: The genus Randia L. (Rubiaceae) is native to Americas and highly

distributed in tropical areas. Some Randia species are used in traditional medicine
in some countries to treat diverse illnesses/symptoms of kidney, circulatory system,
lungs, diabetes, cancer, inflammation, and against the bites/stings of snakes and
other poisonous animals.

Questions: What are the phytochemical compounds previously identified in Randia?
What biological activities do they present?

Data description: Twenty-eight studies on chemical composition and biological
activities of Randia were reviewed. Species names were corroborated in Plants of
the World Online and World Flora Online.

The site and studied years: Studies of Randia of Americas from 1991 to 2021.
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Methods: Database reviewed were PubMed, Scopus, Scielo, BVS, DAOJ, Science
Direct, Springer Link, Web of Science, and Google Scholar, employing the keywords
Randia and its synonym Basanacantha.

Results: Six species are the most studied (R. aculeata, R. echinocarpa, R. ferox, R.
hebecarpa, R. matudae, and R. monantha). Ethnopharmacology information of 12
species was recovered. One hundred compounds in Randia have been identified
(phenolic acids, terpenes, sterols, and others), and diverse biological activities
reported in 24 studies (e.g., antimutagenic, antioxidant, and antivenom) have
demonstrated for nine species.

Conclusions: Biological activities found in some species of Randia support their
traditional uses, but only the antivenom effect of Randia aculeata has been
demonstrated. Randia species could be a source of bioactive compounds; however,
knowledge must be expanded to demonstrate their traditional uses and contribute to

the development of strategies for their preservation and rational use.

Keywords: Bioactive compounds, ethnopharmacology, herbal medicine, natural
compounds, and Rubiaceae.

2.2. RESUMEN
Antecedentes: El género Randia L. (Rubiaceae) es originario de América y esta

altamente distribuido en zonas tropicales. Algunas de sus especies son utilizadas
en la medicina tradicional de algunos paises para tratar diversos padecimientos o
sintomas: renales, circulatorios, pulmonares, diabetes, cancer, inflamacion y contra
mordeduras/picaduras de serpientes y animales ponzofosos.

Preguntas: ;Cuales son los compuestos fitoquimicos identificados previamente en
Randia? ;Qué actividades bioldgicas presentan?

Descripcion de datos: Se revisaron 28 estudios sobre composicion quimica y
actividades bioldgicas de Randia. La nomenclatura se corroboré en Plants of the
World Online y World Flora Online.

Sitio y afnos de estudio: Estudios sobre especies de Randia en América desde
1991 a 2020.
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Métodos: Se realizd una revision de los trabajos indizados en las bases de datos
PubMed, Scopus, Scielo, BVS, DAOJ, Science Direct, Springer Link, Web of
Science y Google académico, empleando las palabras clave Randia y su sinébnimo
Basanacantha.

Resultados: Seis especies de Randia son las mas estudiadas (R. aculeata, R.
echinocarpa, R. ferox, R. hebecarpa, R. matudae y R. monantha). Se recuperd
informacion etnofarmacolégica de 12 especies de Randia. Cien compuestos han
sido identificados en Randia (acidos fendlicos, terpenos, esteroles y otros) y se han
demostrado diversas actividades biolégicas en 24 estudios (e.g., antimutagénica,
antioxidante, antiveneno) para nueve especies.

Conclusiones: Las actividades biolégicas de especies de Randia soportan sus
usos tradicionales, pero solo esta demostrada la actividad antiveneno de R.
aculeata. Las especies de Randia podrian ser fuente de compuestos bioactivos,
pero su conocimiento debe incrementarse para demonstrar sus usos tradicionales

y contribuir al desarrollo de estrategias para su preservacion y uso racional.

Palabras clave: Compuestos bioactivos, compuestos naturales, medicina
herbolaria, etnofarmacologia y Rubiaceae.

2.3. INTRODUCCION
El género Randia L. es originario de América, pertenece a la tribu Gardeniae de la

familia Rubiaceae. Las especies de Randia son arbustivas, arbéreas o algunas
lianas (POWO 2019). Tres géneros neotropicales han sido relacionados con
Randia: Basanacantha, Rosenbergiodendron, y Glossostipula (Hoker 1873,
Fagerlind 1948, Lorence 1986). Randia y Basanacantha han sido considerados
sinonimos desde 1919 (Standley 1919); mientras que, Rosenbergiodendron y
Glossostipula son géneros independientes (Lorence 1986, Lorence 1999). Las
especies de Randia crecen en areas boscosas a 0-3,300 m sobre el nivel del mair,
en areas tropicales y subtrépicales (Lorence 1986, Gustafsson 1998, Gustafsson,
2000, Borhidi 2006). La caracterizacion morfolégica y molecular de las especies de
Randia muestran las siguientes caracteristicas: algunas son lefiosas y dioicas,

polen en tétradas permanentes, ovario monolocular con dos placentas parietales,
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frutos con abundantes semillas inmersas en una pulpa jugosa de color negro, y
ramas cortas laterales con espinas en los nudos. Sin embargo, algunas ecepciones
incluyen especies monoicas y hemafroditas (Lorence & Dwyer 1986, Burger &
Taylor 1993, Gustafsson 2000). El analisis de los géneros de Gardeniae (i.e.,
vegetativa, floral y la morfologia, anatomia y palinologia del fruto) indican que las
especies paliotropicales asignadas a Randia pertenecen a otros géneros (Keay
1958, Tirvengadum1978, Robbrecht & Puff 1986). Las especies reclasificadas son
Randia dumetorum (Catunaregam spinosa (Thunb.) Tirveng.), Randia spinosa
(Catunaregam spinosa (Thunb.) Tirveng.), Randia formosa (Rosenbergiodendron
formosum (Jacq.) Fagerl.), Randia siamensis (Oxyceros horridus Lour.), Randia
ruiziana (Rosenbergiodendron longiflorum (Ruiz & Pav.) Fagerl.), Randia
tetrasperma (Himalrandia tetrasperma (Wall. ex Roxb.) T. Yamaz.), y Randia nilotica
(Catunaregam nilotica (Stapf) Tirveng.) (POWO 2020; WFO 2021). Asi, Randia esta
comprendido de 106 especies distribuidas en América. México es el centro de
diversidad con 62 especies (58.5 % de el total) y 44 de ellas son endemicas (41.5
%) (Villasefor 2016, POWO 2019, WFO 2021). Siete especies han sido
identificadas desde 2012 (Borhidi, et al. 2013, Jimenez & Cruz 2013, Borhidi & Soto-
Nufez 2014, Borhidi & Salas-Morales 2014, Borhidi & Martinez-Salas 2015). La
medicina tradicional agrupa el conocimiento y practicas basadas en las teorias,
creencias y experiencias de los pueblos indigenas de las diferentes culturas para
mantener la salud y prevenir o tratar enfermedades fisicas y mentales. Una parte de
la medicina tradicional corresponde al uso y empleo de las plantas medicinales
(OMS 2013). En medicina tradicional la parte utilizada (hojas, tallos, raices, flores o
semillas) depende de la planta y su actividad se asocia al contenido de metabolitos
secundarios (Balandrin et al. 1993). Aproximadamente el 80 % de la poblacion
mundial emplea la medicina tradicional, pero la mayoriade los usos no estan
respaladados por informacion cientifica (Vides & Alvares 2013). México debido a su
gran diversidad vegetal, existe una extensa variedad de tratamientos
fitoterapeuticos que forman parte de la herbolaria tradicional mexicana. Soportada
por aproximadamente 4500 especies, esta ocupa el segundo lugar a nivel mundial

en el numero de plantas medicinales registradas (Barragan 2006). Personas de
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diferentes paises en América (e.g., México, Colombia, Panama y Brazil) usan las
hojas, tallos, y frutos de diferentes especies de Randia en la medicina tradicional
contra una amplia gama de enfermedades (e.g., renal, respiratoria, circulatoria,
cancer, malaria, mordedura de serpientes) y sintomas (e.g., inflamacion, dolor,
diarrea) (Bye et al. 1991, Borhidi & Diego-Pérez 2008, Mendez-Ventura &
Hernandez-Medel 2009, Erbano & Duarte 2011, Gallardo-Casas et al. 2012). En
México, los usos etnobotanicos de Randia se conocen desde 1777 con registro de
los indios Tarahumaras consumian el fruto de Randia echinocarpa Moc. & Sessé ex
DC. y R. laevigata Standl., y las cascaras de R. echinocarpa se utilizaban para
preparar una cervaza de maiz sacramental (batari) (Irogeyen-Rascén & Paredes
2015). Ademas, los informes de principios del siglo XX indican que las
preparaciones de R. echinocarpa se usaban para tratar la diarrea, la malaria y
enfermedades renales (Martinez 1939). En este sentido, la mayoria de los usos
etnofarmacoldogicos de las especies de Randia no se han demostrado
cientificamente. Sin embargo, las actividades biologicas de las plantas se deben a
sus constituyentes quimicos, por lo que la caracterizacién fitoquimica es
fundamental. En este sentdio, lose estudios quimicos sobre Randia son escasos a
pesar de la importancia etnobotanica de varias de sus especies en América y
particularmente en México, donde el género estd ampliamente diversificado. Esta
revision analiza la informacion publicada sobre la etnobotanica, caracterizaciéon
fitoquimica y actividades biolégicas probadas para Randia. La informacion
presentada aqui es util para apoyar futuros estudios para el desarrollo de alimentos

suplementarios o agentes fitoterapéuticos.

2.4. MATERIAL Y METODOS

Se realizd una revision sistematica en las bases de datos PubMed, Scopus, Scielo,
Biblioteca Virtual de la Salud (BVS), Directorio de revistas de acceso abierto
(DOAJ), Science Direct, Springer Link, Web of Science, y Google académico were
conducted, incluyendo resultados de enero de 1940 a noviembre de 2021. Las
palabras claves empleadas fueron Randia y su sinonimo Basanacantha. La

informacion se clasificd segun los criterios de inclusion y exclusion. Criterios de
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inclusion: articulos originales, revisiones, y libros que incluyan informacién
etnobotanica, caracterizacion quimica, y actividades bioldgicas. Criterios de
exclusién: Articulos originales, revisiones, tesis, carteles, y libros sobre especies
que originalmente era clasificadas como Randia, pero que después fueron
reclasificadas en otros géneros.

Un total of 6,914 resultos se descriminaron de la siguiente manera: primer cribado,
423 duplicados se eliminaron; Segundo cribado, se analizaron los titulos de los
documentos recuperados segun los criterios de seleccién y 6,344 resultados fueron
aliminados; tercer cribado, 30 resultados fueron eliminados mediante la lectura de
los resumenes; Se revisaron147 trabajos completos, pero 89 fueron excluidos
porque las especies estudiadas fuereon reclasificadas a otros géneros de la familia
de las Rubiaceae (POWO 2019; WFO 2021). Después de la seleccion, 28 articulos
orginales fueron recuperados. Adicionalmente, fueron incluidos 6 libros y 2 articulos

orginales no recuperados en las busquedas.

2.5. RESULTADOS
En esta revision se incluyeron 30 articulos originales y 6 libros con estudios sobre

etnobotanica, fitoquimicos y actividades biolégicas para 15 de las especies de
Randia, el 14% de la riqueza total del género (106 spp.). Los estudios cientificos
que validan los usos tradicionales de las espcecies y evaluan su composicion
fitoquimica se han realizado en México, Brasil, Panama y Estados Unidos de
América. México tiene el mayor numero de publicaciones cientificas (21), seguido
de Brasil (5), Panama (1) y Estados Unidos de América (1).

2.5.1. Etnobotanica de Randia. Se encontrarton informes de usos tradicionales para
12 especies de Randia (e.g., antiveneno y para tartar la disenteria, dolencias renales
y el cancer) (Cuadro 8), y estudios cientificos de actividades biolégicas (e.g.,
antioxidante, antimicrobiana, antiveneno) para nueve de ellas (8.5 %) (Cuadro 10).
2.5.2. Estudios fitogimicos sobre Randia. Ocho especies de Randia han sido
estudiadas por analisis fitoquimico cualitativo para establecer la presencia de
familias de compuestos. R. armata (Sw.) DC., R. echinocarpa, R. laevigata, y R.

nitida (Kunth) DC son las mejores estudiadas, y sus principales familias son acidos
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fendlicos, flavonoides, terpenos/esteroles y saponinas (Cuadro 9). Por otro lado, la
identificacion de compuestos especificos se ha reportado en siete trabajos de
investigacion para seis especies (R. aculeata L., R. echinocarpa, R. ferox (Cham &
Schtdel) DC., R. hebecarpa Benth, R. matudae Lorence & Dwyer, R. monantha
Benth.) (Cuadro 11, Figura 3). Cien compuestos han sido caracterizados en
Randia: 32 acidos fendlicos, 28 terpenos, tres esteroles, un alcaloide, y 36 otros
(azucares, acidos grasos, aldehidos, alcoholes, y cetonas). La mayoria de los
compuestos se caracterizaron por cromatografia de liquidos o cromatografia de
gases acoplada a espectometria de masas (UPLC-MS/MS or GC-MS). Sin
embargo, los compuestos de R. echinocarpa han sido purificados y caracterizados
por técnicas instrumentales (e.g., infrarrojo, espectrometria de masas, resonancia
magnética nuclear). Diversos compuestos indentificados en Randia han mostrado
diversas actividades bioldgicas (e.g., anticancer, antiinflamatoria, antimicrobiana)
(Cuadro 12) que podrian apoyar algunos de sus usos tradicionales.

2.5.3. Actividades bioldgicas. Considerando los usos etnobotanicos de Randia, el
fruto fue la parte principalmente empleada, la cual fue reportada para 12 especies

(Table 8, Figura 3). Por otro lado, en los estudios cientificos para nueve especies

Cuadro 8. Usos tradicionales y actividades biologicas demostradas de
algunas especies de Randia.

Parte de la planta/ Actividades bioldgicas

Planta Usos tradicionales demostradas

Antinociceptivo?, antiftingica3,
antiveneno’#, nematicida®,
toxicidad?

Fruto/ Contra mordeduras de

Randia aculeata L. , 1
serpientes

Hojas/ Deccién de hojas para

Randia armata (Sw.) DC. dormi e
ormir mejor

Antioxidante?®, antiparasitiria’

No especifica/ Para tratar la

Randia capitata DC. t0s? ND
Randia cinerea (Fernald) Frutoy hOJ?S/ Para I|r_np|ar el
tracto urinario (vegiga y ND
Standl. L 9
rifiones)
Antibacteriana',
Fruto/ Para taratar el cancer, antidiabetica'®13,
. . malaria, diabetes, ulceras antimutagénica’15,
Randia echinocarpa Moc. & - o 13.14.16
. pépticas, y enfermedades de antioxidante'*1%1°,
Sessé ex DC. . . ; o 17 g 18
los rifiones, circulatorias y cicatrizante'’, diurétuca’®,
pulmonares’® nematicida'®,

antiproliferativa'®, toxicidad?®
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Randia ferox (Cham &
Schitdl) DC.

Hojas/ Para tratar la diarrea,
colicos intestinales y
neumonia?®'

Antioxidante, citotoxicidad y
genotoxicidad??

Randia hebecarpa Benth.

Tallo-raices/ Infusién para
tartar el reumatismo?®

Antioxidante y
antiinflamatoria®

Randia laevigata Standl.

Fruto/ Para tartar molestias
gastricas y malaria®s

ND

Randia longiloba Hemsl.

Corteza/ Infusion para tartar
el dengue?®

Antifungical® y nematicida®

Randia monantha Benth.

Fruto/ Contra mordeduras de
serpientes y otros animals
ponzofiosos?’

Antioxidante?® y toxicidad?”

Randia nitida (Kunth) DC.

Partes vegetativas/ Para
curar herdidas,
antiinflamatorio, y
antipasmodico?®3°

Antifungica3!

Randia tetracantha (Cav.)
DC.

Fruto/ Para tratar la
disenteria®

ND

'Gallardo-Casas et al. 2012;2Pérez-Espinosa et al. 2015; 3Gamboa-Angulo et al. 2008; *Torres-
Scwhartz et al. 2018; 5Cristobal-Alejo et al. 2006; Zamora-Martinez & Nieto de Pascual-Pola
1992; "dos Santos et al. 2013; 8Chavez et al. 2015; ®Borhidi & Diego-Pérez 2008; '°Bye et al.
1991; "Salinas-Sanchez et al. 2009; 2Alarcon-Aguilera et al. 1998; *Cuevas-Juarez et al.
2014; 1*Santos-Cervantes et al. 2007; 'SCano-Campos et al. 2011; "®Montes-Avila et al. 2018;
17Pérez et al. 2003; 18Vargas-Solis & Pérez-Gutiérrez 2002; '*Lopez-Aroche et al. 2008; 2°Gil-
Avilés et al. 2019; 2'Carvalho 2008; #2Pappis et al. 2021; 2Agram et al. 2008; ?*Nazari et al.
2006; #lrogeyen-Rascon & Paredes 2015; *Trejo-Torres et al. 2014; ?Méndez-Ventura &
Hernandez-Medel 2009; 2Juarez-Truijillo et al. 2018; 2Erbano & Duarte 2011; 3°POTT 1994;

31Cruz-Silva et al. 2016; ND: No determinado.
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Cuadro 9. Cribados fitoquimicos en algunas especies del género Randia.

Coumarin Flavonoid Saponin  Terpenos/esterol Derivados Fendlico  Antraquinon
Especies’ Extracto/ Fraccion Alcaloides Taninis antracénicos
s es as es libres s as
EM 0 + + + - + O ND ND
FH E + : E ++ ++ E ND ND
Randia echinocarpa Moc. &
Sessé ex DC. *2 FC B O + + + + B ND ND
FAC - + + + - - + ND ND
FAE U 0 + + u u ++ ND ND
EM ++ ++ +++ +++ + +++ ND +++ ND
FH : E + E E - ND 0 ND
Randia nitida (Kunth) DC.%2
FDM ++ ++ ++ = = ++ ND +++ ND
FAE ++ ++ +++ ++ + ++ ND +++ ND
EH - ND - + + ND ND - -
Randia laevigata Standl.>? EDM = ND = = + ND ND = =
EM +++ ND +++ 0 +++ ND ND +++ +++
Randia aculeata L. 5° EM ND ND + ND + ND ND ND ND
Randia. mira Dwyer 2° EC O ND ND ND ND ND ND ND ND
Rand/azgltlscandens (Ducke) C.M. EC i ND ND ND ND ND ND ND ND
Taylor #
Randia aculeata L.2* EC + ND ND ND ND ND ND ND ND
Randia armata (Sw.) DC. 2" EC +++ ND ND ND ND ND ND ND ND
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ﬁand/a lasiantha (Standl.) Standl. EC + ND ND ND ND ND ND ND ND

Las especies con mayor diversidad de compuestos se ordenan primero. 2Soto-Sobenis et al. 2001;*Cruz-Silva et al. 2007; “Cano-Campos et al. 2011; 3Jiménez-Ortega et al. 2020; *Martinez-
Ceja et al. 2022. EC, extracto cloroférmico; FC, fraccion cloroférmica; EDM, extracto diclorometano; FDM, fraccion diclorometano; FEA, fraccion acetato de etilo; EH, extracto hexanico; FH,
fraccién hexanica; ME, extracto metandlico. La cantidad relativa del metabolito se establece como abundante (+++), moderado (++), baja presencia (+), y ausente (-); °Se muestra la
intensidad del color naranja desarrollado, los rangos de colores van del claro (+) al mas oscuro (++++); ¢ + indica presencia; - indica ausencia; ND, no determinado.
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Figura 2. Frutos de especies de Randia empleados en la medicina tradicional: (a) Randia
aculeata, (b) Randia armata, (c) Randia echinocarpa, (d) Randia longiloba, (e) Randia
monantha., and (f) Randia obcordata. Imagénes tomadas de iNaturalist.org, créditos: (a)
Minerva Reyes, (b) Hailen Ugalde, (d) Joaquin Cauich Pool, (e) Alfredo Dorantes Euan, and
(f) Lex Garcia.
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Cuadro 10. Actividades biologicas de los extractos y compuestos de las especies de Randia.

Modelo/Método

Resultado

Referencia

Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis,
Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Salmonella
Typhi and Candida
albicans

MIC = 8 mg/mL para
S.aureusyS.
faecalis, MIC > 8
mg/mL para el resto

Salinas-
Sanchez et
al. 2009

Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus-
MRSA, Streptococcus
pyogenes, Escherichia
coli and Salmonella
Typhimurium

Ninguno de los
extractos tuvo
efecto inhibitorio

Martinez-
Ceja et al.
2022

Mycobacterium
tuberculosis

MIC > 250 pg/mL

Araujo et al.
2014

Actividad Parte de Tipo de
AP Planta L
biologica la planta extracto/Preparacion
Randia Hotas
echinocarpa Moc. & Jas ¥ EA
. tallos
Sessé ex DC.
Antibacterial
Randia aculeata L. Hojas EM, EH y EDM
Randia hebecarpa .
Benth. Hojas EM
: o Randia armata
Antiparasitaria (Sw.) DC. Planta EEH

Larvae of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

25,28,y75 % de
eficacia a [5], [20]
and [40] % de EEH

dos Santos et
al. 2013
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Cuadro 10. Actividades bioldgicas de extractos y compuestos de especies de Randia (Continuacion).

Antifdngica

Randia longiloba

Alternaria tagetica,
Colletotrichum

Solo actividad

Hojas EE gloeosporioides, Fusarium .
Hemsl. ) contra Rhizopus sp.
oxysporum and Rhizopus
sp.
Randia obcordata S. Tall Alt ja tagetica,
andia obcordata al osy ernar/g agetica Efecto contra A. Gamboa-
Watson raices Colletotrichum . | |
. , tagetica, F. Angulo et al.
. ) EE gloeosporioides, Fusarium 2008
Randia aculeata Hojasy . oxysporumy
” oxysporum, and Rhizopus .
var. aculeata L. raices sp Rhizopus sp.
El orden de
Colletotrichum actividad fue el
Randia nitida . truncatum, Rhizoctonia siguiente: Cruz-Silva et
H EM, FH, FDM, y FEA
(Kunth) DC. 0Jas /PR FRVLY solani Kithn and EAF>DMF>HF, al. 2016

Sclerotinia sclerotiorum

evaluada a [160
ug/ml]
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Cuadro 10. Actividades bioldgicas de extractos y compuestos de especies de Randia (Continuacion).

Nematicida

Randia echinocarpa

Flores
Moc. & Sessé ex DC.

EA

Haemonchus contortus L3

Efecto a [20
mg/mL], %
mortalidad larval
3.33+1.76,37 %
11.83,y25.33
3.38 después de 24,
48,y 72 h
respectivamente

Lépez-

Aroche et al.

2008

Randia longiloba
Hemsl.

Randia obcordata S. Hojas,
Watson raicesy
corteza

Randia aculeata L.
var. aculeata

EE

Meloidogyne incognita J2

El EE of hojas induce
alta mortalidad a 72
h: 95% a 500 ppm y
25% a 250 ppm

El EE de corteza
induce alta
mortalidad a 72 h,
63% a 500 ppm

El EE de hojas
induce alto % de
moratlidad de 95y 8
a [500] y [250] ppm
a72h

Cristébal-
Alejo et al.

2006
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Cuadro 10. Actividades biolégicas de extractos y compuestos de especies de Randia (Continuacion).

Antioxidante

Decolaoracion de p- EAC mostré alta AA  Santos-
EM, EH, EC, y EAC caroteno in vitro Cervantes et
al. 2007
Randi Melaninas solubles Cuevas-
a:. 'a oarcialmente ABTS y FRAP Alta AA in vitro Juarezetal.
ec /nocarpq Fruto purificadas 2014
Moc. & Sessé ex —
DC. Alta AA in vitroy no
Melani tré efecto dosis-
! elaninas FRAP, ABTS y mostré efecto dosis Montes-Avila
insoluble .. respuesta sobre el
. Saccharomyces cerevisiae . etal. 2018
purificadas agente oxidante
H20,
Randia ferox Pappis et al
(Cham & Schltdl)  Hojas EAC DPPH Alta AA in vitro ’
2021
DC.
Randia aculeata Martinez-
L Hojas EM, EH y EDM DPPH y ABTS Alta AA in vitro Cejaetal.
. 2022
EM, FACy FAE
Randia mostrarén el mismo
DPPH idacidn del N ietal
hebecarpa Hojas EM, FAC, FHy FEA Yy Peroxidacion el ¢ to que BHT,y . o2on €td
acido linoleico . 2006
Benth. FAE tuvo la mejor
ICso = 60.8 pug/mL
Alta AA in vit Judrez-
Randia Pulpa y FRAP, DPPH, ABTS y poder a AR N VItro varez
) EMy EE Trujillo et al.
monantha Benth. semillas reductor. 5018
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Randia. armata Alta AA in vitro Chavez et
Pul EHM DPPH y ABTS
(Sw.) DC. u'pa y al.2015

Cuadro 10. Actividades biolégicas de extractos y compuestos de especies de Randia (Continuacion).

‘ Efecto no
Randia significativo sobre la Nazari et al
hebecarpa Hojas EM Ratas albinas 8 ., '
reduccion de la 2006
Benth. . .
B ] inflamacion
Antiinflamatoria
Todos los extractos ,
Randia aculeata mostraron un efecto Martinez-
Hojas EM, EH y EDM Linea celular RAW 264.7 . Cejaetal.
L. dosis-respuesta en 5022
la inhibicion de NO
Randia EAC incrementa el
i tiempo de Pérez etal.
Cicatrizante echmocarpoll Fruto EAC, CE,y EB Ratas Wistar . p .
Moc. & Sessé ex cicatrizacion y 2003
DC. coagulacion.
. Decrecimiento no Alarcon-
e g Randia g . T .
Antidiabética ) Fruto Decoccidn acuosa Conejos significactivo del Aguilera et
echinocarpa

pico hipolucemico al. 1998
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Moc. & Sessé ex

DC.

Melaninas solubles

parcialmente
purificadas

Inhibicidn de a-glucosidasa

Alta inhibicién de a-
glucosidasa [Cso=
1.00+0,010y 1.17
+0.069 mg / mL
extraida a
tempearura
ambiente y
temperatura de
ebullicion, acarbosa
ICso= 8.38 mg / mL.

Cuevas-
Juarez et al.
2014

Cuadro 10. Actividades bioldgicas de extractos y compuestos de especies de Randia (Continuacion).

Antimutagénica

Randia
echinocarpa
Moc. & Sessé
ex DC.

Fruto

EAC

Salmonella enterica serovar
Typhimurium YG1024

Inhibid la
mutagenecidad del
1-NP en 32 y 56%

Santos-
Cervantes et
al. 2007

EM, FAC, FH, FEAy
FC

Salmonella enterica serovar
Typhimurium YG1024

La FH fue la mas
activa y contiene
acido palmitico,
acido linoleico y B-
sitosterol

Cano-Campos
etal 2011

Proliferativa

Randia
echinocarpa
Moc. & Sessé
ex DC.

Fruto

Melaninas insoluble
purificadas

Esplenocitos de ratéones
BALB/c

Mostré diferencia
significativa a [25
ug/mL] con respect0
a los controles
positivos LPSy PHA

Montes-Avila
etal 2018
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Randia Vargas-Solis &

Diurética echinocarpa  Fruto EAC Ratas Wistar Incrementa el Pérez-
Moc. & Sessé volume de la orina Gutiérrez
ex DC. 2002
Randia Efecto analgésico a Pérez-
Antinociceptiva Fruto EE Ratas Wistar nivel visceral Espinosa et
aculeata L. al. 2015
Disminucién de la Torres-
atrofia y sangrado de  Schwartz et
Antiveneno Randia Fruto EE Raténes CD1 los pulmones al. 2018
aculeata L. Disminucién del dafio Gallardo-
tisular y los globulos  Casas et al.
rojos. 2012

Cuadro 10. Actividades biologicas de extractos y compuestos de especies de Randia (Continuacion).

Randia Fruto, Mendez-
monantha hojas y EE Artemia salina L. No toxico hasta 1 Ventura &
Benth mg/mL Hernandez-
| corteza Medel 2009
Randia ) No toxico hasta 1000 Pérez-
Toxicidad aculeata L Fruto EE Mice mg/kg b.s. Espinosa et
' al. 2015
Randia Melaninas solubles No toxico hasta 5
echinocarpa Fruto parcialmente BALB/c mice ghkgbs. Gil-Aviles et
Moc. & Sessé al. 2019
ex DC. solubles
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El extracto no afecta

la proliferacion

celular,  disminuye
Randia ferox Lineas celulares Vero, RAW ROS 'y 1ncreme.n’ta .

(Cham & Hojas EAC NO. La concentracion  Pappis et al.

Schltdl) DC. 267.4, HFF-1 y U-87 MG evaluada del extracto 2021

no afecto la liberacion

de ADN(ds en

comparacion con las

células no tratadas.

Citotoxicidad y
Genotoxicidad

AA, actividad antioxidante; EA, extracto acetonico; EAC, extracto acuoso; FAC, fraccion acuosa; EB, extracto bencénico; BHT, butil hidroxi
tolueno; EC, extracto cloroférmico; FC, fraccion cloroféormica; EDM, extracto diclorometano; FDM, fraccion diclormetano; ADNds, AND
doble cadena; FAE, fraccion acetate de etilo; EE, extracto etanolico; EH, extracto hexanico; EHE, extracto hidroetanol; FH, fraccion
hexéanica; EHM, extracto hidrometanol; LPS, lipopolisacaridico; EM, extracto metandlico; NO, 6xido nitrico; PHA, fitometaglutinina; ROS,
especies reaxtivas de oxigeno.
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Cuadro 11. Compuestos fitoquimicos en Randia.

Clase de compuesto y

Metodologias

No. Especies Referencia
nombre empleadas
Flavonoides
-) Epicatequi Juarez-Trujillo et al.
1 (-) Epicatequina Randia monantha Benth. UPLC-MS/MS Zté)alr;z rutloeta
Randia monantha Benth. le:)alrgez-TrUJlllo etal.
2 Kaempferol - UPLC-MS/MS
Randia ferox (Cham & Pabbis et al. 2021
Schitdl) DC. PP '
3 Kaempferol-3-O-B-D-galactosido
Kaempferol-3-0-a-L-ramnosilo-
4 (1->6)-B-D-galactosilo-7-0-a-L-
il 1 .
ramnosilo Randia hebecarpa Benth CCyTLC Nazari et al. 2006
Kaempferol 7-0-a-L-
5 . -
diramndsido
6 Miricetina-3-0-B-L-ramnésido
Randia monantha Benth., Jztz)alrsez-TrupIIo etal
7 Quercetina - UPLC-MS/MS
Randia ferox (Cham & Pappis et al. 2021
Schitdl) DC. ppis et ak
8 Quercetina-3-0-B-D-galactosida  Randia hebecarpa Benth. CCyTLC Nazari et al. 2006
Randia monantha Benth., Judrez-Trujillo et al.
9 Rutina Randia ferox (Cham & UPLC-MS/MS 2018; Pappis et al.
Schltdl) DC. 2021
10  Luteolina Randi h
o andia ferox (Cham & UPLC-MS/MS Pappis et al. 2021
11  Apigenina Schltdl) DC.
Coumarinas
12 Escopoletina Juarez-Trujillo et al.
P ] Randia monantha Benth. UPLC-MS/MS uarez-lrujiio et a
13 Escopolina 2018
Acidos fenilpropanoicos
14  Acido 4-Coumarico
15  Acido cafeico Randia monantha Benth, Judres-Truiil j
16 Acido clorogénico Randia ferox (Cham & UPLC-MS/MS ztgalrse'zl-a rujifio et 7 '
Schitdl) DC. s Pappis et al.
p 2021
17  Acido ferulico
jrez-Truijill I.
Randia monantha Benth UPLC-MS/MS Juarez-Trujillo et a
18  Vainillina 2018
Acidos Fendlicos
Acid li Juarez-Trujillo et al.
19 cido galico Randia monantha Benth. UPLC-MS/MS uarez-lruflo et a

2018
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Cuadro 11. Compuestos fitoquimicos en Randia (Continuacion).

Acidos fenélicos

20  Acido 2,4-Dimetoxi-6- Randia monantha Benth. UPLC-MS/MS Judrez-Trujillo et al.
metilbenzoico 2018
21 Acido 4-Hidroxibenzoico
22 Acido Vanillico Randia monantha Benth., UPLC-MS/MS Judrez-Trujillo et al.
Randia ferox (Cham & 2018; Pappis et al.
Schitdl) DC. 2021

23 Alcohol bencilico

24  Benzaldehido

25 Benzoato de bencilo

26 Benzoato de metilo

57 Veratrole Randia matudae Lorence GO-MS Setzer et al. 2006
28 Formiato de bencilo & Dwyer
29  Salicilato de metilo

30 trans-lsoeugenol

31  trans-Metil isoeugenol
Martinez-Ceja et al.

32 Acido fenilfosfonico Randia aculeata L. GC-MS 2022
Terpenos
Monoterpenos

33 Borneol

34 1,8-Cineole

35 Citronelol

36 exo-2-Hidroxicineole

37 Fitopentaeno

33 Geranial

39 Geraniol Randia matudae Lorence GC-MS Setzer et al. 2006

& Dwyer

40 Oxido de cis-rosa

a a-Terpineol

42 4-Terpineol

43 trans-Verbenil acetato
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44  Oxido-3,7-linalol
45  Oxido de cis-Linalool
46  Oxido de trans-Linalool
47 Linalol
Sesquiterpenos
48  trans-Nerolidol acetate
. Randia matudae Lorence
49  Dendrolasina Set t al. 2006
& Dwyer GC-MS eleereta
50 (E,E)-a-Farneseno
51  Germacreno D
Cuadro 11. Compuestos fitoquimicos en Randia (Continuacion).
Diterpenoides
Martinez-Ceja et al.
52 Fitol Randia aculeata L. GC-MS artinez-Lejaeta
2022
Triperpenoides
Acido cincholico 3-O0-B-D-
53  quinovopiranosilo-28-0-B-D-
glucopiranosido Randia hebecarpa Benth. Nazari et al. 2006
: L CCyTLC
Acido quinovico 3-0-B-
54  quinovopiranosilo-28-0-B-D-
glucopiranosido
55  Acido oleanolico
56  Acido oxoquinovico . .
s R Randia echinocarpa Moc.
57 AIC!do Qu|rl](.)v|co & Sessé ex DC. CC, TLC, IR Yy NMR Bye etal. 1991
58 Acido Ursdlico
Triperpenoides
Randia echinocarpa Moc. Cano-Campos et al.
59  Escuealeno & Sessé ex DC., Randia CC, TLC and GC-MS 2011, Martinez-Ceja
aculeata L. etal. 2022
Martinez-Ceja et al.
60 Cicloartenol Randia aculeata L. GC-MS artinez-Lejaeta
2022
Esteroles
Bye et al. 1991,
61 B-sitosterol CC, TLC, IR, NMR and  Cano-Campos et al.
GC-MS 2011; Martinez-Ceja
Randia echinocarpa Moc. et al. 2022
62  Campesterol & Sessé ex DC., Randia Cano-Campos et al.
3 Stigmasterol aculeata L. CC, TLC and GC-MS 2011; Martinez-Ceja

Alcaloides

etal. 2022
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Nicotinato de metilo

Randia matudae Lorence

64 GC-MS Setzer et al. 2006
& Dwyer
Otros
65 Acetato de hexadecilo Randia matudae Lorence GC-MS Setzer et al. 2006
& Dwyer
) Juarez-Trujillo et al.
. Rand tha Benth.
66  Acido araquiddnico an {a monantha Benth., GC-MS 2018; Martinez-Ceja
Randia aculeata L.
etal 2022
Randia echinocarpa Moc. Cano-Campos et al.
- . & Sessé ex DC., Randia 2011; Judrez-Trujillo
67 Acido Hexadecanoico monantha Benth., Randia CCand GC-MS et al. 2018; Martinez-
aculeata L. Cejaetal. 2022
. Martinez-Ceja et al.
68  Acido a- Linoleico Randia aculeata L. GC-MS artinez-Lejaeta
2022
Cuadro 11. Compuestos fitoquimicos en Randia (Continuacion).
69  Acido linoleico Randia monantha Benth., , ..
. Judrez-Trujillo et al.
Randia aculeata L. GC-MS , i
70  Acido octadecanoico 2018; Martinez-Ceja
etal. 2022
- . , Juarez-Trujillo et al.
71 Acido oleico Randia monantha Benth. GC-MS 5018
72 Acido azelaico Randia aculeata L. GC-MS Martinez-Ceja et al.
73 Acido glucénico 2022
Randia echinocarpa Moc. Setzer et al. 2006;
74 Hexadecanal & Sessé ex DC,, R. CC, TLC and GC-MS Cano-Campos et al.
matudae Lorence & Dwyer 2011
75 2-Hexadecanol
76  cis-11-Hexadecenal
77  2-Heptanol Randi tudae L
ep anaiamatuaae Lorence g ms Setzer et al. 2006
78  cis-3-Hexenol & Dwyer
79 trans-3-Hexenol
80  Alcohol fenetilico
Otros
81 D-manitol Randia echinocarpa Moc. CC, TLC, IR, NMR and Bye et al. 1991;
& Sessé ex DC., R. GC-MS Nazari et al. 2006;
hebecarpa Benth. Cano-Campos et al.
2011
82  Treitol
83  Xilitol Martf Ceia et al
84  Arabinitol Randia aculeata L. GC-MS artinez-eja et al
- 2022
85 Ribitol
86  Glucitol
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87 Inositol

88  Acido trednico

89 3-Eicosina

90 Ftalato de dibutilo

91 2,2-Dimetil-3-(3,7,16,20-
tetrametil-heneicosa-
3,7,11,15,19-pentaenil)-oxirano

92  Acido Oxirano, 2,2-dimetil-3-
(3,7,12,16,20-pentametil-
3,7,11,15,19-
heneicosapentaenil)-, (all-E)-

93  2-Deoxi-D-ribénico

94  6-Metil-5-hepten-2-ol Randia matudae Lorence GC-MS Setzer et al. 2006

& Dwyer

Cuadro 11. Compuestos fitoquimicos en Randia (Continuacion).

Otros
Octadecanal Randia echinocarpa Moc. Cano-Campos et al.
% & Sessé ex DC. CC, TLCand GC-MS 2011
96 1-Octen-3-ol Randia matudae Lorence GC-MS Setzer et al. 2006
& Dwyer
Pentadecanal Randia echinocarpa Moc. Cano-Campos et al.
37 & Sessé ex DC. CCTLCand GEMS g

98 2-Pentadecanona

99 1-Hexadecanol Randia matudae Lorence GC-MS Setzer et al. 2006

& Dwyer
100 2-Hexadecanol

CC, Cromatografia en Columna; TLC, Cromatigrafia en Capa Fina; UV, Ultravioleta; IR, Infrarrojo; NMR, Resonancia Magnetica
Nuclear; GC-MS, Cromatografia de Gases —Espectrometria de Masas; UPLC-MS/MS, Cromatografia de Liquidos de Alta Rsoluciéon
— Espectrometria de Masas en Tandem. Las estructuras de los compuestos numerados se presentan en la Figura 3.
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Cuadro 12. Actividades bioldgicas de los principals metabolites secundarios en Randia.

Metabolitos

. Compuestos
secundarios

Actividad evaluada/estudio

Referencia

Rutina

Anticdncer y antiinflamatoria

Ben Sghaier et al. 2016;
Torres-Rego et al. 2016

Escopoletina

Antiobesidad y
antihepatoestetoasis

Ham et al. 2016

Fendlicos - - - ; -
o , . Antiproliferativa en células A459, Wang et al. 2020; Li et
Acido clorogénico . .. .
antiviral y antiinflamatoria al. 2021
. Calixto-C tal.
Acido vanilico Antiinflamatoria albxto-Lampos et a
2015
Kaempferol . . " .
i Antinociceptiva y antiinflamatoria De Melo et al. 2009
glucosidos
a-terpineol Antifungica Anetal. 2018
Kim et al. 2019;
Terpenos Linalool Antiinflamatoria y anticancer Rodenak-Kladniew et al.
2020
Acido quinovico Anticancer y apoptosis Dietrich et al. 2014;
g ¥ apop Khayam et al. 2020
Antiinflamatoria Cano-Campos et al.
Esteroles B-sitosterol . , . ¥ 2011; Chakraborty et al.
antimutagénica
2021
. Apoptosis Cano-Campos et al.
Otros Acido linoleico poptosisy P

antimutagénica

2011; Han et al. 2018

Acido oleico

Antiinflamatoria

Pegorare et al. 2020
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Libran-Pérez et al. 2019;

Antiviral, Cano-Campos et al.
Acido palmitico antiinflamatoria y 2011; Prasath et al.
antimutagénica 2021
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Figura 3. Estructuras de los compuestos fitoquimicos identificados en Randia. Los

nombres de los compuestos y referencias se incluyen en el cuadro 11.
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Figura 3. Estructura de los compuestos fitoquimicos identificados en Randia (Continuacion).
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registran 14 actividades bioldgicas, y Randia echinocarpa es la mas estudiada
(Cuadro 10). Siete documentos muestran actividad antimicrobiana y antiparasitaria
de cinco especies; seis estudios indican actividad antioxidante para cuatro especies;
y tres articulos estudian la toxicidad de tres especies. Por otra parte, los compuestos
identificados en Randia tienen propiedades antioxidante, antiinflamatoria,
antimicrobiana, y antiobesidad. Dichas propiedades se han asociado a
enfermedades cronico-degenerativas e infecciosas; por lo tanto, estoscompuestos
podrian ser responsables de los susos etnobotanicos y de las actividades biologicas

obtenidas de las especies de Randia (Cuadro 12).

2.6. DISCUSION
Mexico tiene la mayor riqueza de especies, endemismo, y publicaciones de Randia,

parametros que deben ser asociados.

2.6.1.Etnobotanica de Randia. Esta revision muestra que la mayoria de las especies
de Randia no han sido estudiadas. Sin embargo, se tiene registro de informes
etnobotanicos sobre usos en la medicina tradicional para 12 especies (Cuadro 8).
Bye et al. (1991) estudiaron la etnobotanica de Randia echinocarpa, a través de la
recoleccion de datos y especimenes de plantas en mercados de la Ciudad de
México. Sus resultados muestran que R. echinocarpa es conocido por diferentes
nombres comunes dependiendo de la regién del pais: grangel es el mas comun, y
otros son kakawari, telocoche, xacua y papache. El uso tradicional mas comun de
R. echinocarpa es para tratar enfermedades renales, incluyendo dolor renal, piedras
en los rifiones vy cistitis. En México, el fruto entero es preparado como infusién o
deccién y es consumido tres veces al dia o en lugar del agua potable. Las infusiones
del fruto u hojas de R. echinocarpa también se utilizan para tratar la tos, dolencias
circulatorias, diabetes, diarrea, malaria, y canceres de estdbmago e intestino.
Gallardo-Casas et al. (2012) reportan el uso medicional tradicional de Randia

aculeata L. en Japama, Veracruz, México, para tratar mordeduras de serpientes
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(Cuadro 8). Los nombres comunens para la planta son “crucetillo” o “crucetillo
macho”. El fruto se utiliza para preparer bebidas, siete frutos (algunas veces
incluyendo la cascara) son mezclados con 1 L de vino de cereza, cerveza, o licor de
cafa durante una semana. Esta preparacidon es usada via oral o topica contra los
venenos de Bothrops asper, Crotalus spp., Micrurus spp., Apis spp., Latrodectus
spp., and Centruroides spp. Randia monantha Benth. Se distribuye en México y
Centroamérica, donde se emplea para tratar mordeduras de serpientes (Méndez-
Ventura & Hernandez-Medel 2009; POWO 2020). En algunas comunidades de
Veracruz, México, R. monantha es comunmente conocido como crucetillo y es
usado contra el veneno de Bothrops asper y mordedura de otros animales
venenosos. El fruto maduro con o sin cascara se mezcla con licor de cafa y se deja
reposar. La dosis empleada depende de la mordedura o picadura del animal
venenoso. Esta prepracion es conocida desde los botiquines de primeros auxilios
de los pobladores de esas localidades (Méndez-Ventura & Hernandez-Medel 2009).
Randia armata (Sw.) DC. Se distribuye en México y Sudaameérica, la decoccién de
hojas para dormir mejor (Zamora-Martinez & Nieto de Pascual-Pola 1992; POWO
2020). Chavez et al. (2015) estudid la composicion quimica y la actividad
antioxidante de Randia armata en cuatro comunidades de los municipios de Buriti
dos Montes y Cocal, Piaui, Brasil; esta especie es usualmente consumida como
alimento. El nombre comun de R. armata es taturapé, y la pulpa del fruto se
consume directamente. Otro estudio analizé el uso de R. armata por el grupo étnico
Chayahuia de Peru; en su Sistema médico, esta planta es comumente conocida
como Kahpari werun, y sus hojas son usadas para tratar la diarrea. Las hojas son
preparadas por decoccién por 0.5 h para beber tres veces al dia (Odonne et al.
2013).

Randia hebecarpa Benth. Es nativa de Sudamérica, donde se emplea como
medicina tradicional en Brasil, Colombia, Guyana y Paraguay (Nazari et al. 2006;
POWO 2020). Agra et al. (2008) reportan que R. hebecarpa es usado para tratar el
reumatismo en la regién Noreste de Brasil, donde es conocido como “limaozinho”.
Randia nitidia (Kunth) DC. Se distribuye en Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana,

Paraguay, Peru y Venezuela. Las preparaciones de esta planta se han utilizado
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tradicionalmente para la cicatrizacion de heridas, como agente antiiflamatorio y
antiespasmaodico. R. nitida tiene varios nombres comunes: “indigoberry”, “roseta
(rosete”) o “veludo-despinho” (POTT 1994, Erbano & Duarte 2011, POWO 2020).
Randia ferox (Cham & Schltdl) DC. Se distribuye en Argentina, Brasil y Paraguay,
donde se ha empleado tradicionalmente para tartar la diarrhea, cdlicos intestinales
y neumonia; R. ferox es comumente conocico como “limao-do-mato” o “limoneiro-
do-mato” (Carvalho 2008, POWO 2020). La infusion de las hojas es
tradicionalmente empleadas para tartar la diarrhea, coélicos intestinales y neumonia
(Carvalho 2008).

Se reportan usos medicinales de otras especies de Randia. Randia longiloba Hemsl.
Es endemica del suroeste de México, y su infusion de corteza se ha empleado
tradicionalmente para tratar el dengue (Trejos-Torres 2014; POWO 2020). Randia
capitata DC. para tratar la tos y es conocido comunmente como “zapote prieto"
(Borhidi & Diego-Pérez 2008); Randia tetracantha (Cav.) DC. para tratar la
disenteria y es conocido como “cruzetillo” (Borhidi & Diego-Pérez 2008). Randia
cinerea (Fernald) Standl. Se distribuye en Mexico, Guatemala y Honduras, donde

” 113 ” “*

es conocido como “crucetillo”, “crucillo”, “rangel” o “caporal y es usado para limpiar
el tracto urinario (Borhidi & Diego-Pérez 2008, POWO 2020).

2.6.2. Estudios fitoquimicos sobre Randia. La mayoria de las especies de Randia
no han sido caracterizadas, pero los primeros estudios quimicos aparecieron elos
afos 1990 y se realizaron sobre Randia echinocarpa (Bye et al. 1991). Los estudios
fitoquimicos cualitativos son limitados e incompletes para ocho especies, siendo los
flavonoides y taninos los mas encoentrados (Cuadro 9). Ademas, solo se han
aislado e identificado compuestos en seis especies de Randia (Cuadro 11 y Figura
3) (Nazari et al. 2006, Setzer et al. 2006, Cano-Campos et al. 2011, Juarez-Truijillo
et al. 2018, Pappis et al. 2021, Martinez-Ceja et al. 2022), y muchos de ellos han
demostrado actividades bioldgicas (Cuadro 12). Los siguientes parrafos describen
los principals compuestos identificados en Randia, y los numeros en negritas entre
paréntesis después del nombre del compuesto correponde a la estructura

respectiva en la Figura 3.
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2.6.2.1. Fendlicos.- Los compuestos fendlicos en Randia son numerosos e incluyen
flavonoides, coumarinas y acidos fendlicos (e.g., fenilpropanoides) (Cuadro 11 y
Figura 3). Las semillas de Randia monantha presenta la mayor diversidad de
compuestos fitoquimicos, y los mas representativos son los siguientes: flavonoides,
e.g., rutina (9); coumarinas, e.g., escopoletina (12); acidos fenilpropanoides, e.g.,
4cido clorogénico (16); y acidos fendlicos, e.g., acido Acido vanillico (22) (Juarez-
Trujillo et al. 2018). Los acidos fendlicos son los principals compuestos en el aceite
esencial de las flores de R. matadue: benzil benzoato (25) y trans-metil isoeugenol
(30) (Setzer et al. 2006). Kaempferoles glucosilados (3-6) son abundantes en R.
hebecarpa (Nazari et al. 2006). Acido fenilfosfonico (32) es identificado en hojas de
Randia aculeata L. (Martinez-Ceja et al. 2022).

2.6.2.2. Terpenos.- Las especies de Randia contienen terpenos (Cuadro 11 y
Figura 3). En el aceite esencial de las flores de Randia matudae los principals
terpenos son monoterpenos oxigenados (46 %) y sesquiterpenos (2.3 %),
destacando la presencia de los monoterpenos a-terpineol (41) y linalool (47) (Setzer
et al. 2006). Se han identificado dos saponinas triterpénicas en las fracciones de
acetato de etilo e hidrometandlica de las hojas de R. hebecarpa: Acido cincholico 3-
O-B-D-quinovopiranosilo-28-0-B-D-glucopiranosido (53) y Acido quinovico 3-O-B-
quinovopiranosilo-28-O-B-D-glucopiranosido (54) (Nazari et al. 2006). En la fraccidon
acetaro de etilo del fruto de R. echinocarpa, se han identificado cinco triterpenos,
siendo los mas abundantes el acido quinovico (57) y acido oxoquinovico (56) (Bye
et al. 1991, Cano-Campos et al. 2011). En los extractos hexane, diclorometano y
metanol de las hojas de Randia aculeata se identificaron el diterpeno fitol (52) y los
triterpenos squaleno (59) y cicloartenol (60) (Martinez-Ceja et al. 2022).

2.6.2.3. Esteroles.- Randia echinocarpa y Randia aculeata son las unicas especies
donde se han reportado esteroles (Bye et al. 1991, Cano-Campos et al. 2011,
Martinez-Ceja et al. 2022). En la fraccidn hexanica del fruto de R. echinocarpa y en
los extractos hexano, diclorometano y metanol de las hojas de Randia aculeata se
identificaron tres esteroles, y B-sitosterol (61) es el mas abundante (Cuadro 11y
Figura 3) (Cano-Campos et al. 2011, Martinez-Ceja et al. 2022).
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2.6.2.4. Otros.- Otros compuestos identificados en las especies de Randia son
azucares, acidos grasos, aldehidos, alcoholes, y cetonas (Cuadro S1 y Figura S1).
Los principales acidos grasos en el aceite esencial de las semillas de R. monantha
son linoleico (69), oleico (71), y palmitico (67) (Juarez-Trujillo et al. 2018). La pulpa
del fruto de Randia echinocarpa contiene acido linoleico (69) y palmitico (67), y el
ultimo es el mas abundante (Cano-Campos et al. 2011). Los principales alcholes en
el aceite esencial de las flores de R. matudae son cis-3-hexenol (78) y trans-3-
hexenol (79) (Setzer et al. 2006). Se hn registrados tres aldehidos para R.
echinocarpa, siendo el pentadecanal (97) el mas abundante (Cano-Campos et al.
2011). El manitol (81) ha sido identificado en R. echinocarpa y R. hebecarpa (Bye
et al. 1991, Nazari et al. 2006, Cano-Campos et al. 2011). Los principals
polialcoholes presents en los extractps de las hojas de Randia aculeata son el ribitol
(85) y el glucitol (86) (Martinez-Ceja et al. 2022).

2.6.3. Actividades biolégicas. Entre las actividades bioldgicas demostradas para las
12 especies of Randia utilizadas en la medicina tradicional, la actividad antioxidante
se reporta para cinco especies (Cuadro 10 y Cuadro 11). El estrés oxidativo y la
inflamacion han sido asociados con la etiopatogenia de diferentes enfermedades
(e.g., cancer, cardiovascular, metabolica, neurodegenerativa), y los compuestos
antioxidantes de las plantas pueden ser protectores de la salud mediante la
prevencion de la oxidacion de lipidos, la desnaturalizacién de proteinas, dafio al
ADN y mejora en los mecanismos de reparacion y desintoxicacién del ADN (Munialo
et al. 2019). Los fendlicos y flavonoids son components comunes de Randia
(Cuadro 11); estos compuestos han sido propuestos como terapia adyuvante para
tratar la inflamacion, actividad asociada a la actividad antioxidante y a la inhibicion
de enzimas implicadas en la produccion de eicosanoides (Hussain et al. 2016).
Therefore, the antioxidant activity of Randia compounds could be relevant in the
prevention and treatment of diseases. In general, biological activities demonstrated
for Randia support some of their traditional uses (Cuadro 10 y Cuadro). Randia
echinocarpa ha sido la especie mas estudiada. Es endémica deMexico, donde se
utiliza para tratar el cancer, malaria, diabetes y ulceras pépticas, asi como

enfermedades renales, circulatorias y pulmonares (Bye et al. 1991). Los extractos
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de acetona de tallos/hoja de R. echinocarpa tienen baja actividad contra
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Salmonella enterica serovar Typhi y Candida albicans; las Concentraciones

Minimas Inhibitorias (MIC) son ¢ 8 mg/mL (Salinas-Sanchez et al. 2009); ademas,

el extracto acetonico dell fruto muestra actividad nematicida frente a Haemonchus
contortus L3, induciendo hasta un 37 % de muerte después de la incubacion por 48
h (Lopez-Aroche et al. 2008). Ademas, el extracto acuoso de R. echinocarpa tiene
actividad antimutagénica en Salmonella enterica serovar Typhimurium YG1024,
actauando por mecanismos desmutagénicos (prevencidén del dafo) vy
bioantimutagénicos (reparacion del dafo). En este sentido, un ensayo bioguiado
sobre la actividad antimutagénica de del extracto metandlico de R. echinocarpa
mostré mayor actividad en su fraccion hexanica y los compuestos responsables
fueron B-sitosterol, acido linoleico y acido palmitico (Santos-Cervantes et al. 2007,
Cano-Campos et al. 2011). Los extractos acuosos y no polares del fruto de R.
echinocarpa mostraron actividades antioxidantes similares por el método
decoloracion de B-caroteno; el extracto acuoso tiene bajo contenido de fendlicos y
los autores sugieren efectos sinergicos (e.g., entre B-sitosterol y fendlicos) estan
contribuyendo con la actividad antioxidante de R. echinocarpa (Santos-Cervantes
et al. 2007). Las melaninas insolubles del fruto de Randia echinocarpa presentan
una alta actividad antioxidante por los métodos de FRAP (1098.41 + 11.43 pmol
TE/g, TE significa Equivalentes Trolox) y ABTS (1333.5 £ 8.45 uymol TE/g). Muestran
actividad antioxidante cellular en la cepa Saccharomyces cerevisiae BY4741
(Montes-Avila et al. 2018). Se observé un efecto dosis-respuesta coen las dos
cocnentraciones mas bajas de melaninas (0.01 y 0.1 mg/mL) que con el acido
ascorbico. Las melaninas son pigmentos bioldgicos ubicuos producidos por la
oxidacion y polimerizacion de fendlicos, y en los organismos vivos intervienen en la
termorregulacion, la quimioproteccion, el camuflaje, la atraccion sexual y la
fotoproteccion (Bilinska 1996, Krol & Liebler 1998). Cabe destacar que los alimentos
que contienen melaninas se han asociados con propiedades antioxidantes e
inmunoestimulantes (Pugh et al. 2005, Huang et al. 2011). En particular, las

melaninas insolubles del fruto de R. echinocarpa mostraron actividad
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inmunomoduladora al incrementar la proliferacion de esplenocitos, y los autores
sugieren que el efecto inmunoestimulante se debia a las estructuras fendlicas de
las melaninas (Montes-Avila et al. 2018). Se sugirié que los compuestos fendlicos
inducen enzimas endogenas (e.g., superoxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa) y quelacién de metales (e.g., hierro y cobre) (Montes-Avila et al. 2018).
Las melaninas solubes (impuras y purificadas) del fruto de Randia echinocarpa han
mostrado una mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasa (aGl) que la acarbosa,
un farmaco comumente empleado para tratar la diabetelo que sugiere s tipo Il
(Cuevas-Juarez et al. 2014). Ademas, las melaninas purificadas mostraron mas alto
aGl, lo que sugiere que los componentes/estructura de las melaninas solubles son
esenciales para la actividad. Los valores de aGl no se correlacionaron con el
contenido de fendlicos ni con la actividad antioxidante, aunque estos tres paraetros
aunmenta con la purificacién; en consecuencia, la composicén de la muestra esta
afectando de forma diferencial a dichos parametros (Cuevas-Juarez et al. 2014). Sin
embargo, la decoccién de los frutos de R. echinocarpa no mostrd actividad anti-
hiperglucémica en conejos (Alarcon-Aguilera et al. 1998). Por lo tanto, los extractos
de R. echinocarpa tienen actividad antioxidante, inmunomoduladora vy
antimutagénica que se han considerado esenciales para tratar diversas
enfermedades, incluidas la malaria y el cancer (Munialo et al. 2019), y apoyan los
usos tradicionales de las especies. Apoyando el potencial de R. echinocarpa como
fuente de compuestos fitorapéuticos, los ensayos de toxicidad en ratones mostraon
que las melaninas solubles del fruto eran inocuas, y los ratones tratados mostraon
comportamiento y peso normal, y érganos sanos (Gil-Avilés et al. 2019).

Randia hebecarpa se utiliza tradiconalmente para tratar el reumatismo (Nazari et al.
2006). El extracto metandlico y fracciones de sus hojas tienen actividad antioxidante
in vitro evaluadas por los métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y
peroxidacién de acido linoleico. Las actividades del extracto metandlico, la fraccidon
acetate deetilo y fraccion hidroximetanol fueron similares al control positivo
hidroxitolueno butilado (porcentaje de inhibicion de 89.4 %) en la peroxidacién del
acido linoleico. En el método DPPH, la fraccion acetate de etilo muestra la mejor

actividad (ICso = 60.8 pyg/mL). En las fracciones mas activas se identificaron cinco
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flavonoids, dos triterpenos y manitol. Los autores sugieren que los que los
flavonoides son los responsables de la actividad antioxidante (Nazari et al. 2006).
El extracto metandlico de las hojas de R. hebecarpa es activo contra Mycobacterium
tuberculosis (250 < MIC < 500 pug/mL) (Araujo et al. 2014) y carece de actividad
antiiflamatoria en los modelos murinos de carragenina y dextrano (Nazari et al.
2006).

Randia monantha se emplea tradicionalmente para tratar mordeduras de serpientes
(Méndez-Ventura & Hernandez-Medel 2009). Los extractos acuoso, metandlico y
etandlico de la pulpa y semillas del fruto muestran alta actividad antioxidante in vitro
evaluadas por los métodos ABTS (acido 2,2°-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)), DPPH, FRAP (Capacidad de reduciion del hierro), y poder reductor; el
extracto de semills muestra mayor actividad en DPPH que el extracto de la pulpa, y
sugieren que los flavonoides son los compuestos activos (Juarez-Trujillo et al.
2018). Por el contrario, el extracto acuoso de la pulapa fue mas active que el de
semillas por el método FRAP, proponiendo que la actividad antioxidante de la pulpa
se debio a la sinergia de fendlicos, vitamina C y melaninas (Juarez-Trujillo et al.
2018).

El extracto etandlico del fruto de R. aculeata es efectivo contra los venenos de las
serpientes Crotalus simus y Bothrops asper. el extracto disminuye el dafio tisular
de los musculos esqueléticos y cardiacos y la perdida de globulos rojos (Gallardo-
Casas et al. 2012). Se sugiere que el extracto inhibe las enzimas proteoliticas
implicadas en los efectos hemotoxicos del veneno. El extracto etandlico de R.
aculeata también fue util como coadyuvante de la terapia farmacolégica polivalente
en tejido pulmonar de ratones contra el veneno de Bothrops asper (Torres-Schwartz
et al. 2018). En comparacion con los ratones tratados con veneno, los ratones
tratados con veneno seguido del suero polivalente habian disminuido la atrofia y la
hemorragia en los pulmones. Sin embrago, los tratados con veneno, suero
polivalente y extracto no mostraron estos sintomas. Por lo tanto, se sugirié que el
extracto neutraliza las toxinas del veneno. El extracto etandlico de R. aculeata fue
inocuo en ratones (LDso > 1,000 mg/kg b.w.) y fue capaz de reducer el numero de

contorciones inducidas por acido acético, sugiriendo asi que tiene un efecto
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analgésico a nivel visceral (Pérez-Espinosa et al. 2015). Martinez-Ceja et al. 2022
evaluaron la actividad antiiflamatoria, antibacteriana y antioxidante in vitro de los
extractos metandlico, hexanico y diclorometano de las hojas de Randia aculeate. En
las concentraciones evaluadas, ninguno de los extractos mostroé actividad contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus-MRSA, Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli y Salmonella Typhimurium. El extracto metandlico de Randia
aculeata mostro una alta actividad antioxidante in vitro con los siguientes valores de
ICs0: 92.92 £ 0.91 ug/mL en DPPH y 14.27 £ 0.20 yg/mL en ABTS. Los extractos no
afectaron la viabilidad de las células RAW 267.4 y mostraron una inhibicién
dependiente de la concentracion de la produccion de 6xido nitrico (NO), siendo los
extractos mas activos los de hexano (26.25 + 2.62 % at 20 ug/mL) y diclorometano
(35.38 + 4.35 % at 40 yg/mL). Esto sugiere que Randia aculeata puede ser un
recurso medicinal prometedor.

Randia armata es tradicionalmente empleado para mejorar el suefio (Zamora-
Martinez & Nieto de Pascual-Pola 1992). Un extracto etanol-agua (7:3 v/v) de las
partes aéreas de R. armata muestra una modera actividad antiparasitaria contra las
larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (75 % de eficacia con una
concentracion del extracto al 40 %) (dos Santos et al. 2013). Ademas, la actividad
antioxidante in vitro del extracto metandlico de R. armata ha sido alta debiada a su
elevada concentracion de fendlicos y carotenos (Chavez et al. 2015).

Randia nitida se utiliza tradicionalmente para la cicatrizacion de heridas (POTT
1994, Erbano & Duarte 2011). El extracto metandlico de hojas y sus fracciones
muestra actividad antifungica contra Colletotrichum truncatum, Rhizoctonia solani,
y Sclerotinia sclerotiorum. Esta actividad puede estar relacionada con sus
principales componentes flavonoides, esteroides y triterpenos (Cruz-Silva et al.
2016).

Randia longiloba se ha empleado tradicionalmente para tratar el dengue (Trejos-
Torres 2014). El extracto etandlico de hojas, tallos y raices de R. longiloba muestran
actividad nematicida (Cristébal-Alejo et al. 2006).

Randia obcordata S. Watson se distribuye desde Texas hasta Venezuela, y no se

cuenta con informacion sobre sus usos medicinales (POWO 2020) ni
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caracterizacion fitoquimica. El extracto etandlico de las hojas de R. obcordata inhibe
el crecimiento de los hongos Alternaria tagetica, Colletotrichum gloeosporioides y
Rhizopus sp. En cambio, el extracto de raiz inhibe sélo el crecimiento de Rhizopus
sp. (Gamboa-Angulo et al. 2008). Ademas, los extractos etandlicos de hojas, tallos
y raiz de R. obcordata fueron nematicidas contra Meloidogyne incognita J2, y la
mayor mortalidad se obtuvo con el extracto de hojas (60 % a 500 ppm) (Cristobal-
Alejo et al. 20006).

Randia ferox se emplea tradicionalmente para tratar diarrea, célicos intestinales, y
neumonia (Carvalho 2008). El extracto acuoso de las hojas de R. ferox muestra una
alta actividad antioxidante in vitro por DPPH (ICso = 79.26 ug/mL). Se evalud la
citoxicidad y gentoxicidad del extracto de R. ferox en diferentes lineas celulares. Las
células mononucleares de sangre periférica tratadas durante 24 h mostraron una
viabilidad celular normal. Todas las concentraciones evaluadas redujeron los
niveles de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) sin afectar los niveles de éxido
nitrico (NO). Ademas, la mayoria de las concentraciones probadas no afectaron a
la liberacidon de ADN de doble cadena (dsDNA). Por lo tanto, se sugiere que el
extracto acuoso de R. ferox es seguro y tienen el potencial de tratar diversas

enfermedades/sintomas (Pappis et al. 2021).

Es necesario incrementar los conocimientos sobre la composicion fitoquimica y
actividades biolégicas para producir productos de alto valor mediante las
herramientas biotecnolégicas modernas. Basandose en las caracteristicas
demostradas en R. echinocarpa, se empleo el cultivo de tejidos de células vegetales
para producir callos y plantulas para la produccién in vitro de antioxidantes y otros

metabolitos bioactivos (Valenzuela-Atondo et. al. 2020).
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CAPITULO 3. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA Y ANTIOXIDANTE
DE EXTRACTOS Y FRACCIONES DEL FRUTO DE PAPACHE

(Randia echinocarpa).
3.1. RESUMEN

Antecedentes: Randia echinocarpa (RE) es la especie mas estudiada del género y
su fruto es utilizado en la medicina tradicional mexicana para tratar diversos
padecimientos; sin embargo, la actividad antiinflamatoria del fruto de RE no ha sido
evaluada.

Preguntas: ¢ Presentan actividad antiinflamatoria el extracto metandlico (EM) de R.
echinocarpa y sus fracciones acuosa (FAc) y hexanica (FH)?

Descripcidon de datos: Randia echinocarpa, familia Rubiaceae, parte reproductiva
(fruto).

Sitios y afios de estudio: Municipios de Cosala y Mocorito, Sinaloa. 2017-2020.
Métodos: Al EM del fruto de RE y las FAc y FH se les determinaron las actividades
antioxidante in vitro y antiinflamatoria in vitro e in vivo, para los ensayos

antiinflamatorios in vivo se realizé evaluacién histolégica de los tejidos.
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Resultados: Los valores de actividad antioxidante (umol ET/g) del EM (ABTS =
220.36; DPPH = 230.41) y de la FAc (ABTS = 208.14; DPPH = 248.44) son los mas
altos. En la actividad antiinflamatoria in vitro, las muestras de RE mostraron valores
de inhibicion altos (91.14-96.21 %) aunque inferiores a los del diclofenaco de sodio
(96.14-96.27 %). EI EM mostré la mejor inhibicidon de lipooxigenasa (IC50 = 123.66
1 0.45 pyg/ml). En el modelo de edema auricular, las muestras de RE (EM, FH y FAc)
inhibieron la formacion de edema inducido por TPA (27.55-39.96 %) pero inferiores
a indometacina (90.55 %). En el modelo de edema en pata inducida por carragenina,
la inhibicién inducida por las muestras de RE (EM, FH y FAc) (20.81-60.2 %) fue
mayor que con indometacina (16.33-47.26 %).

Conclusiones: EI EM vy fracciones (FAc y FH) de RE presentan actividad
antiinflamatoria in vitro e in vivo, |la actividad se registra en las dos fases del proceso
inflamatorio, por lo que la actividad antioxidante e inhibitoria de lipoxigenasa de las
muestras podrian estar contribuyendo a su efecto positivo. La actividad
antiinflamatoria de RE podria contribuir a los efectos benéficos asociados a sus usos
tradicionales.

3.2. INTRODUCCION
La inflamacion es un proceso fisioldgico generado por el cuerpo en respuesta al

estrés oxidativo, lesidon, infeccidon o irritacion. La inflamacién crénica implica la
liberacion de una serie de mediadores que inducen la proliferacion de fibroblastos,
endotelio vascular, linfocitos, células plasmaticas y macrofagos (Brooks et al. 1999).
La patologia de varias enfermedades no infecciosas esta asociada con procesos
inflamatorios. Por ejemplo, la inflamacion cronica asociada a una lesion tisular de
tejidos u 6rganos puede inducir cambios genomicos que pueden traducirse en
enfermedades crénicas como el cancer, la diabetes, cardiovasculares, autoinmunes
y trastornos neurodegenerativos. Las terapias existentes para la mayoria de estas
condiciones cronicas pueden generar mas efectos adversos que la propia
enfermedad, lo que justifica la implementacion de métodos mas seguros y menos
téxicos (Ginwala et al. 2019). La medicina tradicional es una alternativa terapéutica
usada durante siglos para tratar diversas enfermedades o sintomas. Al respecto, la

OMS reconoce a la medicina tradicional como un recurso fundamental en el cuidado
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de la salud de millones de personas (OMS, 2002). Randia echinocarpa pertenece a
la familia de Rubiaceae y es una planta nativa de México, donde dependiendo de la
region recibe diferentes nombres (e.g., grangel, kakawari, telocoche, xacua y
papache). En la medicina tradicional mexicana, R. echinocarpa es usada para tratar
diversos padecimientos renales: dolor, piedras en los rifiones y cistitis. Las hojas y
frutos en forma de infusiones son usadas para tratar la tos, diabetes, diarrea, malaria
y canceres de estomago e intestino (Bye 1991, Ojeda-Ayala et al. 2022). Diversos
estudios han evaluado diferentes actividades bioldgicas de hojas, flores y fruto de
Randia echinocarpa: e.g., antibacteriana, antiparasitaria, antidiabética, antifungica,
antimutagénica, antioxidante, cicatrizante, diurética, proliferativa y toxicidad (Gil-
Avilés et al. 2019; Montes-Avila et al. 2018; Cuevas-Juarez et al. 2014; Santos-
Cervantes et al. 2007; Cano-Campos et al. 2011;; Salinas-Sanchez et al. 2009;
Gamboa-Angulo et al. 2008; Lopez-Aroche et al.2008; Vargas-Solis & Pérez-
Gutiérrez 2002; Alarcén-Aguilera et al. 1998; Pérez et al. 1993). En la literatura
existen reportes de la actividad antiinflamatoria in vitro e in vivo de algunas especies
de Randia: extractos de hojas Randia aculeta mostraron un efecto dosis-respuesta
al inhibir la produccién de NO en la linea celular RAW 264.7 (Martinez-Ceja et al.
2022). Nazari et al. 2006 evaluaron el extracto metandlico de las hojas de Randia
hebecarpa en el modelo de edema en pata, pero no observaron actividad sobre el
modelo evaluado, argumentan que los compuestos fendlicos presentan diferente
actividad dependiendo del modelo empleado para esta actividad biolégica. Sin
embargo, la actividad antiinflamatoria Randia echinocarpa no ha sido evaluada, por
lo tanto, el objetivo del presente estudio fue demostrar que el extracto y fracciones
de Randia echinocarpa presentan actividad antioxidante y actividad antiinflamatoria

in vitro e in vivo.

3.3. MATERIALES Y METODOS
3.3.1. Reactivos
Los reactivos y solventes usados en este estudio fueron grado analitico y adquiridos

en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) and Fisher Scientific, (Pittsburg, PA,
USA).
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3.3.2. Material biolégico
Los frutos maduros de R. echinocarpa fueron recolectados a mano en diferentes

localidades del municipio de Cosala y Mocorito, ambos municipios localizados en
Sinaloa, México. Las plantas fueron identificadas y autentificada con la etiqueta de
espécimen (8040), por el Dr. Rito Vega-Avifa y las muestras de las plantas fueron
depositadas en el herbario de la Facultad de Agronomia, en la Universidad
Auténoma de Sinaloa.

El exocarpo lefioso y las semillas fueron eliminadas, recuperando vy liofilizando la
pulpa (VirTis 25 EL, VirTis Co, Garder, NY). La pulpa seca, altamente higroscopica,
fue molida y pasada por una malla numero 40 y almacenada a -80 °C hasta su uso.

3.3.3. Animales
Todos los experimentos se realizaron con ratones BalB/C machos entre 7 y 10

semanas de edad (n = 65; 28 a 40 g), adquiridos en la empresa Circulo ADN, CdMXx.
Se alojaron 5 por jaula, en una jaula ventilada provista de una cama de aserrin de
madera, con libre acceso a agua y alimento. Todos los procedimientos se llevaron
a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y con la
aprobacion del comité de bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Auténoma de Sinaloa.

3.3.4. Preparacion del extracto metandlico crudo de papache
El extracto metandlico crudo del fruto R. echinocarpa se obtuvo de acuerdo a la

metodologia descrita por Wall et al. (1996). Harina del fruto seco (200 g) se extrajo
con MeOH (1:5 p/v) por tres dias en agitacién y a temperatura ambiente (30 °C), la
suspension fue filtrada diariamente, la fase liquida fue separada y el residuo fue
resuspendido con solvente fresco (metanol); los filtrados se mezclaron y fueron

concentrados con un rotavapor (40 °C) para obtener el extracto metandlico (EM).

3.3.5. Separacion liquido-liquido del extracto metandlico
El extracto metandlico se fraccion6 por particion liquido-liquido de acuerdo a la

metodologia descrita por Wall et al. (1996). El extracto metandlico crudo (40 g) se
resuspendio en 100 mL de MeOH:H2O (9/1 v/v) para iniciar la particibn en un

embudo de separacion. A la mezcla se le afadi6 hexano para obtener una
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proporcion MeOH:H20:Hexano (0.9:0.1:1, v/v) y se agité vigorosamente. La fase
hexanica fue recuperada y la fase metandlica se mezclé cloroformo (CHCI3:H20, 1:1
v/v) y NaClac) 10 % (1:1 v/v), la mezcla se agito vigorosamente. La fase cloroférmica
se recupero y la fase acuosa se mezclo con EtOAc (1:1 v/v) y se agito
vigorosamente, obteniéndose la fase en EtOAc y la fase acuosa. Las fracciones
hexanica (FH), cloroféormica (FC) y en acetato de etilo (FAE) se obtuvieron por
concentracion en un rotavapor (40 °C) y la fraccion acuosa (FAc) por liofilizacion de
las fases correspondientes. Las fracciones fueron almacenadas a -20 °C y
protegidas de la luz hasta su uso.

3.3.6. Actividad antioxidante in vitro
3.3.6.1. Ensayo ABTS
Se prepararon soluciones de extracto metandlico, fraccién acuosa y hexanica (1.0

y 0.5 mg/mL) y estandar de Trolox (400 ug/mL). La actividad antioxidante por ABTS
se determin6 de acuerdo a lo reportado por Liu et al. (2009). La cuantificacion se
realizd empleando una curva de calibracion de Trolox (0-400 pg/mL) y fue
expresada como Equivalentes de Trolox (umol TE/g de extracto o fraccion).

3.3.6.2. Ensayo DPPH
La actividad antioxidante por DPPH se determind de acuerdo a Brand -Williams et

al. (1995) con pequefas modificaciones. En tubos de ensaye se mezclaron 0.2 mL
of EM, FAC y FH (0.25—-4 mg/mL) o Trolox (0—75 ug/mL) y 1.8 mL de 150 uM de
DPPH. La mezcla se homogenizo, se dejé reposar a 37 °C/obscuridad por 30 min y
la absorbancia fue medida a 515 nm. Los resultados fueron reportados como
Capacidad Antioxidante de Equivalentes de Trolox (TEAC) por gramo de extracto o

fraccion en base seca.

3.3.7. Actividad antiinflamatoria in vitro
3.3.7.1. Ensayo de estabilizacion de membrana de eritrocitos
El ensayo se llevo a cabo por la metodologia propuesta por Garcia-Candela et al.

(2017). Se recolectaron muestras de sangre fresca de voluntarios aparentemente
sanos y que no habian consumido medicamentos antinflamatorios o drogas
anticonceptivas, por lo menos dos semanas antes de proporcionar la sangre. Las

muestras de sangre se recogieron en solucion Alsever estéril, la cual se preparé con
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dextrosa (2.0 %), citrato de sodio (0.8 %), acido citrico (0.05 %) y cloruro de sodio
(0.42 %). Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min a 4 °C, se eliminé
el sobrenadante y la pastilla se lavé con solucion salina fresca (0.85 % w/v de NaCl).
Se preparo una solucién de glébulos rojos (10 % v/v) y se almacené en refrigeracion
por 24 h.

La mezcla de ensayo consistio en 250 yL de PBS (pH 7.4, 0.15 M), 500 uL solucién
salina hipotonica (0.36 % NaCl), 125 uL de la suspension de glébulos rojos y 125
ML del extracto y fracciones a diferentes concentraciones [10-100 ug/mL], o
diclofenaco sédico como estandar o H20 para producir 100 % de hemodlisis, los
cuales se incubaron a 37 °C durante 30 min y se centrifugaron a 3000 rpm. El
sobrenadante se recuperé y se le midié la densidad 6ptica a 420 nm en un
espectrofotometro de placas (PowerWave HT, BioTek), la absorbancia corresponde
a la cantidad de hemoglobina liberada por lisis de los eritrocitos. El porcentaje de

proteccion se calculé mediante la siguiente ecuacion.

DO extracto/fraccion
/f )] . 100

% de protecciéon = [1 - (
DO control

Donde DO es densidad 6ptica a 420 nm.

3.3.7.2. Actividad inhibitoria de lipoxigenasa (LOX)
La inhibicion de la lipoxigenasa (15-LOX) se evalu6 por colorimetria usando el kit

comercial “Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay Kit” de Cayman Chemical,
Michigan, EE. UU. Las muestras analizadas fueron las siguientes: blanco (100 uL
tampdn de reaccién), control positivo de la enzima (10 pL de 15-LOX y 90 uL del
tampdén de reaccion), control positivo de inhibicion (10 pL de acido
nordihidroguaiarético (NDGA), a la concentracion de 100 uM/pozo) y las muestras
(10 pL de 15-LOX, 80 pL del tampdn de reaccidon y 10 pL del extracto/fracciéon a
evaluar). Las reacciones se iniciaron con la adicion de 10 yL del acido araquiddnico
(91 uM/pozo) a los pozos del control positivo y de las muestras. La placa se protegid
de la luz y colocé en un agitador orbital GEMINI Twin Shaking Water Bath
(RobbinsScientific®) a 30 rpm y temperatura de 37°C por 5 min. Posteriormente, la
catalisis enzimatica se detuvo con 100 pL/pozo del cromdgeno. La cantidad de

hidroperdxidos (HP) producidos en la reaccion se midié en un lector de placas
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multimodal Synergy HTX a 490 nm (Abs 490 nm). La cuantificaciéon se determino
calculando la concentracion del estandar/muestra que inhibe la formacion de
hidroperoxidos en 50% (ICso).

3.3.8. Actividad antiinflamatoria in vivo
3.3.8.1. Edema auricular inducido por TPA en raton (EATPA)
El ensayo se realizé con ratones Balb/C machos de siete a diez semanas de edad

(28 a 40 g de peso) (n = 25). Los ratones fueron tratados con el irritante 13-acetato
de 12-tetradecanoilforbol (TPA, 2.5 pg/oreja) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
USA) e inmediatamente se le administré6 indometacina (500 pug/oreja, control
positivo) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) o con el extracto/fraccién a
evaluar (EM y FAc) disuelta en etanol y (FH) en acetona (1000 pg/oreja). Los
tratamientos se aplicaron por via topica en la oreja derecha (volumen total = 20
ML/oreja, 10 pl/cara). La oreja izquierda se emple6 como control negativo.
Transcurridas 4 horas, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se
obtuvieron las muestras de cada pabellén auricular con un sacabocado (7 mm de
didmetro). Las muestras de cada oreja fueron pesadas y se calcul6 la diferencia de
peso entre la oreja tratada y no tratada [A peso (mg)]. Finalmente, los resultados se

expresaron como porcentaje de inhibicion de la formacién del edema:

. A peso grupo control — A peso tratamiento

% de inhibicion = [100 . ( )]
A peso grupo control

La actividad antiinflamatoria se consider6 moderada para valores de 35 al 65% de

inhibicién y como buena si son mayores a 65%.

3.3.9.2. Edema de pata inducido por carragenina
El efecto antiinflamatorio del extracto/fraccion de R. echinocarpa se determinara

mediante la prueba de edema de pata inducida por carragenina descrita por Winter
et al. (1962). Brevemente, los ratones BalB/C fueron divididos en ocho grupos (n =
5): grupo |, agua destilada (1 mL/kg p.c., ip); grupo Il, indometacina (10 mg/kg, ip);
grupos lll, IV, V, VI, VIl y VI, recibierdn el extracto/fraccién en dos dosis (200 y 400
mg/kg, ip). Una hora después de los tratamientos, a los ratones se les administro
0.1 mL de A carragenina al 1 % en la region subplantar de la pata trasera derecha.

El volumen de la pata fue medido con un Vernier digital antes y después de 1, 2, 3,
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4y 5 h de administracion de carragenina (Taesotikul et al. 2003; Pandey et al. 2017).
Se calculd la diferencia de grosor entre la pata tratada y no tratada [A grosor (mm)].
Finalmente, los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de la

formacion del edema:

X L Agrosor grupo control — Agrosor tratamiento
% Inhibicion de edema = [( ) - 100]
Agrosor grupo control

3.3.10. Evaluacién histopatoldgica del tejido cutaneo

Las muestras para el examen histolégico fueron disecadas cinco horas después de
la inyeccién con carragenina (edema plantar) y 3 h de aplicacién de TPA (edema
auricular). Se fijaron con formalina al 10 %, se llevd la inclusién en parafina, se
realizaron cortes transversales de los portaobjetos (pabellén auricular y tejido
subplantar) en un micrétomo y fueron y tedidas con hematoxilina-eosina.
Finalmente, observadas bajo un microscopio éptico primo star zeiss y fotografiadas

por una camara Olympus U-TU1X-2.

3.3.11. Analisis estadistico
Los datos se analizaron mediante una ANOVA de una via y el contraste de medias

mediante las pruebas de Dunnet o Tukey, empleando un nivel de significancia del
5%. El analisis estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism version 6
(La Jolla, CA, USA).

3.4. RESULTADOS
3.4.1. Obtencion del extracto metandlico crudo y de las fracciones de papache
El rendimiento del extracto metandlico de R. echinocarpa fue de 20.17% b.s.,

mientras que los valores para las fracciones obtenidas por particion liquido-liquido
fueron FC (0.14%), FH (1.12%), FAE (1.83%) y FAC (17.01%).

3.4.2. Actividad antioxidante in vitro
Los valores de actividad antioxidante del EM y de la FAc son los mas altos (P <

0.05) (Cuadro 13).

3.4.3. Actividad antiinflamatoria in vitro
4.4.3.1. Ensayo de estabilizacion de membrana de eritrocitos
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El efecto del extracto y las fracciones del fruto de R. echinocarpa sobre la estabilidad
de la membrana de los eritrocitos humanos se presentan en el Cuadro 14, se
observa que a 10 ug/mL el extracto y las fracciones no presentaron diferencia
significativa con el diclofenaco de sodio a la misma concentracion, la FAC a las
concentraciones de 50 y 100 pg/ml presenta diferencia significativa con respecto al
EMy FH, pero no contra el diclofenaco de sodio.

3.4.3.2. Actividad inhibitoria de lipoxigenasa (LOX)
Efecto inhibitorio (IC50) del extracto y las fracciones de R. echinocarpa sobre la

enzima lipoxigenasa. La actividad inhibitoria de lipoxigenasa del EM fue el mas alto
(P <0.05).

3.4.4. Actividad antiinflamatoria in vivo
3.4.4.1. Edema auricular inducido por TPA en ratén (EATPA)
Se observd edema en todos los animales tratados con TPA a las 4 h después del

tratamiento. Los grupos experimentales tratados con EM, FAC, FH y Ind mostraron
una reduccién significativa del edema en comparacion con el tratamiento solo con
TPA a la dosis a la cual fue evaluada (1 mg/oreja, n = 5). Sin embargo, ninguno de
los tratamientos fue tan eficaz como la indometacina (0.5 mg/oreja) para reducir el
edema (Cuadro 15).

3.4.4.2. Edema de pata inducido por carragenina
Se observé edema en todos los animales tratados con carragenina a las 5 h después

del tratamiento. Los grupos experimentales tratados con EM, FAC, FH y Ind
mostraron una reduccion significativa del edema en comparacion con el tratamiento
solo con carragenina. El EM, FAC y FH presentaron diferencias significativas con
respecto a Ind (10 mg / kg) a diferentes concentraciones y tiempos. La FAc a 200
mg / kg a las 2 h presento diferencia significativa con todos los tratamientos incluida
la Ind, asi como, también EM a 400 mg / kg a las 5 h presenté diferencia significativa

contra todos los tratamientos (Cuadro 16).

3.4.5. Evaluacion histopatolégica del tejido cutaneo
El analisis histologico presenté marcadas diferencias en la evaluacion de los

distintos tratamientos. Las muestras del pabellén auricular normal (Figs. 4 A),

corresponde a una muestra control sin tratamiento. Mientras que el control de

90



inflamacion corresponde al tratamiento con TPA (Fig. 4 B), donde se observa bajo
el epitelio un abundante edema y moderado infiltrado neutrofilico, mastocitico y
linfocitico. Mientras que el tratamiento con EMC, FAC, FH e Ind mas TPA (Figs. 4

C, D, E y F) se observa edema, congestion moderada (s6lo FH- TPA), con menor

Cuadro 13. Actividad antioxidante de las fracciones del fruto de papache (R.
echinocarpa).’

Extracto/Fraccion ABTSf(pmt_)! E'zl'lg de DPPH (pm_o’I E;I'lg de
raccién) fraccién)
FH 84.74+2 19° 68.43+4.99°
EM 220.36 + 3.46° 230.41 £ 5.22°
FAC 208.14422.70° 248.44+2.77°

1 . . .y , .
Los resultados son el promedio + desviacion estandar de al menos 3 experimentos
independientes; superindices diferentes en la misma columna indican diferencias

significativas (P<0.05).

2 Micromoles equivalentes de Trolox/ g de fraccion.
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Cuadro 14. Efecto del extracto metandlico del fruto de papache (Randia
echinocarpa) y sus fracciones en la estabilizacién de la membrana de eritrocitos.’

Extracto .. Fraccion .
metanslico Fraccion hexanica Diclofenaco
Concentracion acuosa (FAc) de Sodio
(Mg/mL) (EM) (% de (FH) (% de
(% de roteccion) (% de roteccion)
proteccion) P proteccién) P
10 93.07+0.22b-c 92.1+0.34¢ 91.14+0.2¢ 96.22+0.632
50 94.08+0.43° 96.16+0.262 91.2+0.1¢ 96.14+0.82
100 94.07+0.53¢ 96.21+0.4" 91.3+0.414 96.27+0.513b

' Los resultados son el promedio + desviacion estandar de al menos 3 experimentos
independientes). Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas (P < 0.05).
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Cuadro 15. Efecto antiinflamatorio del extracto y fracciones de R. echinocarpa sobre
el edema auricular inducido por TPA.

Dosis topica/

Tratamiento . Edema (A mg) % de inhibicion
oreja (mg)
Control - TPA Vehiculo 24.54 + 2.48 0
Indometacina + "
TPA 0.5 2.32+0.63"2 90.55 £ 2.472
EM + TPA 1 15.64 + 1.307"P 36.02 + 5.30°
FAc + TPA 1 14.84 + 3.26"P 39.96 + 8.29°
FH + TPA 1 17.76 + 1.89"°P 27.55 + 5.00°

Media £ desviacion estandar ANOVA de una via y comparacién de medias por
Dunnet. Diferencias significativas comparadas con Control-TPA (* P < 0.05, *™* P <
0.0001). Prueba Tukey presenta diferencias significativas; superindices diferentes
en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05). EM, extracto
metandlico, FAc, fraccion acuosa; FH, fraccion hexanica; TPA, 13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol.
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Cuadro 16. Efecto antiinflamatorio del extracto y fracciones de R. echinocarpa sobre el edema en pata inducido por
carragenina.

Cambio en el grosor de las patas de raton (mm)
% de inhibicion en paréntesis

Tratamiento
Tiempo (h) después de inducir la inflamacion

1 2 3 4 5
Control + carragenina 1 % 1.028 £0.01 1.068 £ 0.04 1.096 £ 0.043 1.186 + 0.01 1.214 +0.02
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Indometacina 10 mg / kg + 0.86 + 0.02%*P 0.724 + 0.076**< 0.636 + 0.05**4 0.58 + 0.03** 0.626 + 0.04**b<
carragenina 1 % (16.33 %) (32.24 %) (41.08 %) (47.07 %) (47.26 %)
EM 200 mg / kg + carragenina 0.724 + 0.08**~ 0.656 % 0.01**P< 0.532 + 0.02**2bc 0.506 +0.03**P< 0.514 + 0.03**~
1% (25.87 %) (38.52 %) (51.37 %) (57.33 %) (57.66 %)
EM 400 mg/ kg + carragenina  0.818 + 0.01**2P 0.638 + 0.05**P 0.6 0.07**<4 0.576 + 0.04**<d 0.636 + 0.01%*bc
1% (20.43 %) (40.24 %) (45.29 %) (51.44 %) (47.59 %)
FAc 200 mg/ kg + carragenina  0.814 +0.01**2P 0.556 + 0.04**> 0.514 + 0.01**2° 0.48 £ 0.01**2b 0.67 £ 0.08**<
1% (20.81 %) (47.93 %) (53.07 %) (59.53 %) (44.81 %)
FAc 400 mg / kg + carragenina 0.788 + 0.02**~ 0.632 + 0.04**> 0.508 * 0.04**2 0.532 + 0.03**bcd 0.656 + 0.01**<
1% (23.35 %) (38.68 %) (53.55 %) (55.14 %) (45.95 %)
FH 200 mg / kg + carragenina 0.812 £ 0.02**2b 0.632 £ 0.01**P 0.56 + 0.01**2bc 0.472 £ 0.03**2P 0.534 + 0.03**20
1% (21.01 %) (40.75 %) (48.86 %) (60.20 %) (53.55 %)
FH 400 mg / kg + carragenina 0.784 + 0.03**~ 0.65 + 0.03**P 0.592 + 0.07**<d 0.51 + 0.06**b< 0.656 * 0.05**<
1% (23.74 %) (39.12 %) (45.99 %) (58.00 %) (45.96 %)

Los valores indican medias + desviacion estandar ANOVA de una via comparacidn de medias por Dunnet. Diferencias significativas comparadas con Control-Carragenina (*
P <0.05, ** P <0.0001). Prueba Tukey presenta diferencias significativas; superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05). EM,

extracto metandlico, FAc, fraccidn acuosa; FH, fraccion hexanica.
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Figura 4. Fotomicrografia de la preparacion histologica del pabellon auricular,
tefiidas con hematoxilina-eosina donde se evalu6 la actividad antiinflamatoria de
los extractos y fracciones de R. echinocarpa, cortes transversales de pabellén
auricular: (A) normal, control sin tratamiento, (B) A 40 X, (C) tratado con induccion
de inflamacion con TPA (2.5 pg/oreja), (D) C 40 X, (E) tratado con EM (1000 pg/ml)
y TPA (2.5 ugloreja), (F) E 40 X, (G) tratado con FAC (1000 pg/ml) y TPA (2.5
pg/oreja), (H) G 40 X, (1) tratado con FH (1000 pg/ml) y TPA (2.5 ug/oreja), (J) 1 40
X, (K) tratado con Ind (500 ug/ml) y TPA (2.5 pg/oreja) y (L) K40 X. neutrofilo,

Iinfocito/ mastoci*
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infiltracion inflamatoria. Las muestras del tejido subplantar normal (Fig. 5 A),
corresponde a una muestra control sin tratamiento. Mientras que el control de
inflamacion corresponde al tratamiento con carragenina (Fig. 5B), donde se observa
la epidermis con moderados cambios hidrépicos degenerativos del epitelio,
abundante infiltrado de células inflamatorias neutréfilos, moderados mastocitos y
linfocitos. Mientras que el tratamiento con EM 200 mg, EM 400 mg, FAC 200 mg,
FAC 400 mg, FH 200 mg, FH 400 mg e Ind mas carragenina (Figs. C, D, E, F, G, H
y I) se observa edema, congestién moderada (sélo FAC 400 mg y FH 400 mg), con

menor infiltracion inflamatoria.

3.5 DISCUSION
3.5.1. Obtencion del extracto metandlico crudo y fracciones de papache
El rendimiento del extracto metandlico de R. echinocarpa fue similar al obtenido para

el fruto Catunaregam spinosa (Thunb.) Tirveng.) con 17 % y mayor al extracto de
hojas de R. herbacarpa (7 %) (Satpute et al. 2009; Nazari et al. 2006), pero inferiores
reportados para el mismo fruto por Cano-Campos et al 2011 con 80.67 % y Santos-
Cervantes et al. 2007 (72.17 %), ellos atribuyen estos rendimientos a que el fruto de
papache presenta un alto contenido de carbohidratos, asi como se ha reportado
para R. laevigata 35.75 % b.s. (Jimenez-Ortega et al. 2020). Sin embargo, Cuevas-
Juarez et al. 2014 reportan 84 % de rendimiento en b.s. del extracto acuoso del fruto
de R. echinocarpa, esto podria relacionarse debido a que los carbohidratos son
insolubles a la mayoria de los disolventes organicos a excepcidon del agua, la cual
tiene mayor polaridad que el metanol, lo cual permite mayor poder de solvatacion
de los carbohidratos para solubilizarse. Los carbohidratos de bajo peso molecular
son altamente solubles en soluciones de metanol con cloruro de calcio, sacarosa es
insoluble en metanol y etanol absoluto (Zakrzweska et al. 2010, Sultana & Asfrad
2009, Naczk & Shadini
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Parrafo r Estilos

Figura 5. Fotomicrografia de la preparacién histologica del cojinete plantar, tefiido
con hematoxilina-eosina, donde se evalud la actividad antiinflamatoria del extracto
y fracciones del fruto de R. echicocarpa en cortes transversales de tejido subplantar:
(A) normal, control sin tratamiento, (B) tratado con induccién de inflamacién con
carragenina al 1% (0.05 mL), (C) tratado con EM 200 mg y carragenina al 1% (0.05
mL), (D) tratado con EM 400 mg y carragenina al 1% (0.05 mL), (E) tratado con FAC
200 mg y carragenina al 1% (0.05 mL), (F) tratado con FAC 400 mg y carragenina
al 1% (0.05 mL), (G) tratado con FH 200 mg y carragenina al 1% (0.05 mL), (H)
tratado con FH 400 mg y carragenina al 1% (0.05 mL) y (I) tratado con Ind 10 mg/mL
y carragenina al 1% (0.05 mL).
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Figura 6. Fotomicrografia de la preparacion histologica del cojinete plantar, tefiido
con hematoxilina-eosina, donde se evalué la actividad antiinflamatoria del extracto
y fracciones del fruto de R. echicocarpa en cortes transversales de tejido subplantar:
(A) tratado con induccién de inflamacién con carragenina al 1% (0.05 mL), (B)
tratado con EM 200 mg y carragenina al 1% (0.05 mL), (C) tratado con EM 400 mg
y carragenina al 1% (0.05 mL), (D) tratado con FAC 200 mg y carragenina al 1%
(0.05 mL), (E) tratado con FAC 400 mg y carragenina al 1% (0.05 mL), (F) tratado
con FH 200 mg y carragenina al 1% (0.05 mL), (G) tratado con FH 400 mg y
carragenina al 1% (0.05 mL) y (H) tratado con Ind 10 mg/mL y carragenina al 1%
(0.05 mL), 40 X. neutrdfilo, linfe€ito y mastocit*
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2004). Por lo cual se podria explicar el bajo rendimiento del extracto metandlico del
fruto R. echinocarpa de acuerdo a la alta presencia de carbohidratos en el fruto. El
fraccionamiento del extracto metandlico crudo de papache, por particion liquido-
liquido, los menores rendimientos fueron para la FC y los mayores para la FAC.
Estos resultados son inferiores a los reportado por Cano-Campos et al. 2011 (FC
2.12 %; FH 0.62 %; FAE 1.36 %; FAC 76.4 %), pero similar a lo reportado para el
analisis proximal del fruto de R. Laevigata del 0.94 % en b.s. (Jimenez-Ortega et al.
2020). Se decidio realizar las evaluaciones posteriores solamente para el extracto
metanolico, la fraccién acuosa y hexanica, debido a lo previamente reportado por
Cano-Campos et al. 2011 y Santos-Cervantes et al. 2007, donde evaluan la fraccidn
hexanica y el extracto acuoso del fruto, respectivamente. Encontrando que
presentaban actividad antimutagénica, los cuales siguieren podrian tener un efecto
positivo para la prevencion y tratamiento del cancer, esta enfermedad esta asociada
con procesos inflamatorios, por lo se eligio la fraccidn mas polar y menos polar, para
observar si los compuestos polares y no polares presentes en el fruto mantienen
comportamientos similares ante las actividades evaluadas.

3.5.2. Actividad antioxidante
La actividad antioxidante del extracto y las fracciones de R. echinocarpa fueron

altas. Sin embargo, estos valores son bajos comparados con el acido ascorbico
(DPPH IC50 =2.65 £ 0.03 pg/mL y ABTS I1C50 =2.22 + 0.01 ug/mL) y hidroxitolueno
butilado (BHT) (DPPH IC50 = 12.8 ug/mL) (Martinez-Ceja et al. 2022; Nazari et al.
2006). De acuerdo a las investigaciones reportadas para el género Randia sobre la
evaluacion de la actividad antioxidante ninguna corresponde a R. echinocarpa.
Aunque, Nazari et al. 2006 evaluaron por el método DPPH el EM (IC50 =239 ug/mL)
y FH (IC50 = > 250 ug/mL) obtenidas las hojas de R. hebecarpa, sugieren que la
actividad antioxidante se debe a la presencia de compuestos flavonoides. En otro
estudio realizado en el fruto R. monantha Benth evaluaron extracto acuoso,
metanolico y etandlico de la pulpa por los métodos DPPH y ABTS, encontrando
valores de DPPH (IC50=0.20, 1, 0.42, mg/mL) y para ABTS (72.57, 205.58 y 569.71
mg ET/ g de muestra), para los extractos acuoso, metanolico y etandlico

respectivamente (Juarez-Trujillo et al. 2018). El extracto metandlico de hojas de
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Randia aculeata L. mostro un efecto de eliminacion de radical DPPH (IC50 = 92.92
1+ 0.91 ug/mL) y ABTS (IC50 = 14.37 + 0.20 yg/mL) (Martinez-Ceja et al.2022). La
actividad antioxidante de muestras bioldgicas es importante ante las repercusiones
del estrés oxidativo, generadas por la pérdida de equilibrio de las especies reactivas
de oxigeno (ROS). Las cuales estan implicadas en el desarrollo de enfermedades
cronico-degenerativas como cardiovasculares, cancer, diabetes, neffritis,
reumatismo y envejecimiento (Lobo 2010). Debido a que las enfermedades
inflamatorias son causadas por un proceso de peroxidacion lipidica en el que
intervienen los radicales libres (Bouarroudija et al. 2016).

3.5.3. Actividad antiinflamatoria in vitro
3.5.3.1. Ensayo de estabilizacién de la membrana de eritrocitos
El efecto del extracto y las fracciones del fruto de R. echinocarpa sobre la estabilidad

de la membrana de los eritrocitos humanos es alto, comparado con el compuesto
estandar utilizado diclofenaco de sodio (Cuadro 3), se demuestra que protegen la
membrana de los eritrocitos de la hemdlisis, debido a que es un modelo utilizado
para la investigacion de compuestos antiinflamatorios que induce la hemdlisis con
solucion salina hipotonica o calor y evalua la capacidad que tienen los agentes
antiinflamatorios de evitar dicha hemdlisis, mediante la estabilizacion de la
membrana eritrocitaria, y se les correlaciona con un efecto similar a nivel de la
membrana lisosomal ( Mercy et al. 2013). Los efectos son similares a los reportados
por Bag et al. 2013 evaluaron el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto
Terminalia chebula sobre la estabilidad de las membranas de los eritrocitos a las
concentraciones de 50 - 500 pg/mL, observando valores del rango de 95. 35 a 98.17
% de inhibicién de la lisis, el cual fue similar al diclofenaco de sodio encontrando
valores en el rango de 96.44 — 99.27 % de inhibicién. Ayinke et al. 2015 evaluaron
la actividad antiinflamatoria mediante el ensayo de actividad estabilizadora de
membrana observando que el extracto de acetona de las especies de R. africanum,
A. ohioense y B. coronatum contenia principios que protegian eficazmente a los
glébulos rojos contra la lisis inducida por el calor y la hipotonia. Los extractos de A.
ohioense protegieron los globulos rojos en todas las concentraciones de 0.5, 1, 1.5,

2y 2.5 mg/mL, mientras que B. coronatum protegieron mejor a concentraciones mas
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bajas. Sin embargo, los extractos de R. africanum (con la excepcion del extracto de
acetona) promovié la lisis de los glébulos rojos en concentraciones mas bajas.
Hossain et al. 2014 evaluaron los extractos etandlico, hexanico y acetato etilo de
hojas de Spilanthes paniculata encontrando valores de inhibicion de 27.406, 46.034
y 30.72 % respectivamente, a la concentracion de 1 mg/mL.

3.5.3.2. Actividad inhibitoria de lipoxigenasa (LOX)
El efecto inhibicion del extracto y fracciones del fruto de R. echinocarpa sobre la

enzima lipoxigenasa con la IC50 menor fue para el extracto metandlico (IC50 =
123.66 = 0.45 ug/ml , en contraste a lo reportado para iboprofeno (IC50 = 2.29 +
0.1 ug/ml), quercetina (IC50 = 1.10 + 0.1 pg/ml) y acido cafeico (IC50 = 1.5+ 0.09
pg/ml) es un valor alto (Paun et al. 2017), son superiores a lo reportado por Shah et
al. 2011 al evaluar los extractos metandlicos de las plantas Emblica ribes, Terminala
chubela, Symplocos ramacena y Rosa demacena, encontrando IC50 de 0.66, 0.41,
0.23 y 0.48 mg/mL, respectivamente. Similares a otro estudio de Mogana et al. 2013
al evaluar extractos de hojas y frutos de diferente polaridad, encontrando que los
extractos hexanico y cloroférmico de hojas presentaban IC50 de 206 y 104.69
pg/mL, repectivamente y el extracto metandlico del fruto IC50 = 110.07 pg/mL, e
inferiores a lo reportado Puan et al. 2017 al evaluar extractos y fracciones ricos en
polifenos de las plantas Implanties noli-tangere y Stachys officinalis, entre los cuales
se identificaron flavonoides y acidos fendlicos. La lipoxigenasa cataliza la
hidroperoxidacién de acido araquidonico mediante la insercion de una molécula de
oxigeno en la posicion 15 para formar 15-HPETE, asi como la insercion de oxigeno
en otros acidos grasos poliinsaturados y fosfolipidos (Brash 1999). El acido
araquidénico se metaboliza en acido araquidonico 5-hidroperoxido y sus
mediadores proinflamatorios como lipoxinas, leucotrienos y quimiocinas por accién
de la enzima. Una forma eficaz de reducir las consecuencias negativas de la
inflamacion es inhibir las enzimas asociadas a esta (Rekha et al. 2020). Estos
resultados apoyan el efecto inhibitorio del extracto y fracciones fruto de R.
echinocarpa sobre la enzima lipoxigenasa, lo cual podria ayudar a disminuir las
consecuencias provocadas por el proceso inflamatorio provocado por compuestos

intermerdiarios proiinflmatorios asociados a esta.
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3.5.4. Actividad antiinflamatoria in vivo
3.5.4.1. Edema auricular inducido por TPA en raton (EATPA)
En el presente estudio se valuo el efecto antiinflamatorio producido por el extracto

metandlico y las fracciones del fruto de papache (R. echinocarpa) sobre el edema
inducido por TPA, encontrando que la FAc fue la mas activa, nuestros resultados
revelan que la aplicacion tépica del extracto y las fracciones inhiben el edema en un
modelo de inflamacién aguada. Este modelo parece involucrar o depender de la
liberacién y metabolismo del acido araquidonico, asi como la interaccion de dicho
agente flogistico con la proteinquinasa C (Fernandez et. al 2001). Se ha reportado
que TPA aumenta la concentracidn de eicosanoides por dos vias principales, activa
la lipoproteina PLAZ2 y expresion de las enzimas COX-2 y 5-OL (Werz et al. 2001;
Sanchez & Moreno 1999a; Nam et al. 1990). La actividad del extracto y fracciones
del fruto R. echinocarpa, con respecto a las especies del género Randia, no se
pueden contrastar debido a que no se han registrado evaluaciones por este modelo,
los resultados de la presente investigacion son similares a los extractos metandlico,
acuoso y aceténico de hojas de Sella villosa, mostraron inhibicion del 10.90 + 2.88,
23.42 +5.78 y 57.96 + 5.21 a la concentracion de 2 mg, respectivamente. Siendo el
extracto acetdnico el unico que presento diferencia estadistica significativa contra
indometacina (Susunaga - Notario et al. 2014). Los extractos de
metanol/acetronitrilo y hexanico de hojas Critonia aromatisans, a dosis de 200 mg /
kg exhibieron una alta actividad antiinflamatoria en el ensayo de inhibicion de edema
de la oreja inducido por TPA con una reduccion de la inflamacion del 90 y 80 %
respectivamente (Villa — De la Torre et al. 2017). Bralley et al. 2008 evaluaron el
efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de raices de Polygonum cuspidatum
sobre el modelo edema auricular por TPA a las dosis de 0.0075, 0.015, 0.3, 1.25 y
2.5 mg/oreja a las 4 y 24 h. Observaron reduccion significativa del edema a todas
las concentraciones evaluadas por el extracto comparado con el control de TPA. La
respuesta antiinflamatoria con el extracto fue dosis dependiente. A la concentracion
de 2.5 mg se observé una menor actividad de la mieloperoxidasa que se midié como

indice de infiltracién de neutrdfilos, presentado diferencia significativa con el control
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indometacina. Arana-Argaez et al. 2020 llevaron a cabo el ensayo TPA, evaluaron
el extracto etandlico de las partes aéreas de Senna septemtrinoalis (2 mg/oreja)
disminuyo el edema del oido en un 40 %. Los ratones tratados con 2 mg/oreja de
indometacina redujo la inflamacioén en un 58 %.

3.5.4.2. Edema de pata inducido por carragenina
La inflamacién aguda inducida por carragenina es uno de los procedimientos mas

adecuados para para identificar agentes antiinflamatorios no esteroides, este
modelo usa inhibidores especificos para COX (Morris 2003). La carragenina
promueve una respuesta bifasica. La primera fase de la inflamacion se produce
dentro de la primera hora de inyeccion de la carragenina, es en parte debido al
trauma de la inyeccién y liberacion de histamina serotonina y quininas. En la
segunda fase se relaciona a la produccion de especies reactivas de oxigeno,
infiltracion de neutrdfilos, 6xido nitrico, aumento de la expresion de la enzima COX-
2, por ende, la acumulacién de prostaglandinas (Chakraborty et al. 2004; Handy &
Moore 1997; Seibert et al. 1994; Crunkhorn et al. 1971). Como se muestra en el
Cuadro 5 hubo una inhibicién significativa de todos los tratamientos con respecto al
control-carragenina a todos los tiempos de medicion, en cuanto a la actividad al
tratamiento con el farmaco de referencia (Ind) los tratamientos presentaron,
diferencias significativas a diferentes tiempos y concentraciones de los mismos. En
contraste con el efecto antiinflamatorio de extractos/fracciones de R. echinocarpa,
el extracto metandlico de hojas de R. hebecarpa no redujo la inflamacién inducida
por carragenina (Nazari et al. 2006). Nuestros resultados son similares a lo
reportado para extractos y fracciones de hojas, frutos y partes aéreas de diferente
polaridad de plantas de diferentes géneros. El extracto acuoso de las hojas de
Mirabilis jalapa Linn. al ser evaluados a las concentraciones de 200 y 400 mg/kg,
presentado porcentajes de inhibicion del 37.5 % y 43 % a las 4 h, respectivamente,
sugieren que la actividad antiinflamatoria era dosis-dependiente. Bag et al. 2013
evaluaron el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto Terminalia chebula a las
concentraciones de 50, 100, 250 y 500 mg / kg p.o. sobre el edema de pata por
carragenina en ratas, encontrando que el extracto estandarizado a la concentracion

de 250 mg/kg provocé una reduccion de la inflamacion del 69.96 % del edema de la
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pata de las ratas. Arana-Argaez et al. 2020 realizaron el ensayo edema en pata, en
el cual evaluaron el extracto etandlico de las partes aéreas de Senna septemtrinoalis
observando un efecto dosis-dependiente, hasta el sexto hora, y una inhibicién
significativa de la A-carragenina. A las 6 h después del tratamiento del extracto a las
dosis de 100 mg/kg y 200 mg/kg mostraron el maximo porcentaje de inhibicion 46.8
% y 58.3 %, respectivamente. La dosis 200 mg/kg mostré un efecto comparable
efecto con el mostrado por 10 mg/kg de indometacina (61.5 %). El ED50 El valor
calculado para SEE en esta prueba fue 137.8 mg/kg. Nuestros resultados sugieren
que la aplicacién via intraperitoneal del extracto y las fracciones de R. echinocarpa
inhiben el edema en un modelo de inflamacioén aguada, el cual esta relacionado con
la inhibicién de la enzima COX-2, lo cual es la base de accién de los medicamentos
antiinflamatorios no esteroides (Vane & Botting, 1995).

La actividad de la FH podria atribuirse a sinergia de los compuestos identificados
en esta fraccion por Cano-Campos et al. 2011 al realizar un ensayo biodirigido y
mediante CG-MS y TLC, identificaron los compuestos acido palmitico, acido
linoleico, pentadecanal, hexadecanal, octadecanal, squealeno, campesterol,
stigmasterol y B-sitosterol, de los cuales la mayoria se han reportado propiedades
antiinflamatorias de los compuestos purificados o de extractos de plantas donde se
han evaluado. Aita et al. 2019 evaluaron la actividad antinflamatoria del aceite
esencial de Jatropha pelargoniifolia Courb. En el modelo edema en pata por
carragenina encontrando un 59.12% de inhibicion a la dosis de 240 pg/kg,
analizando por CG-MS los compuestos acido palmitico y acido linolénico eran de
los compuestos mayoritarios del aceite. Cardeno et al. 2015 evaluaron la respuesta
antiinflamatoria del escualeno mediada por polisacaridos en macrofagos,
mastocitos y neutréfilos humanos. Observaron que redujo los niveles intracelulares
de ROS, nitritos, citosinas y enzimas proinflamatorias. Yuan et al. 2019 evaluaron
el efecto antiinflamatorio de ergosterol, B-sitosterol, estigmasterol, campesterol y
acetato de ergosterol sobre macrofagos RAW 264.7 inducidos por lipopolisacarido,
observaron que estos disminuian la reaccion inflamatoria inducida por
lipopolisacarido, células fagociticas, produccion de oxido nitrico, liberacion del

factor de necrosis tumoral-a, la expresion y actividad del mediador proinflamatorio
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de la ciclooxigenasa-2 y la expresion de oxido nitrico sintetasa inducible fueron
inhibidas. Souiei et al. 2017 evaluaron el aceite esencial de los tallos de Ailanthus
altissima (Mill), encontrando que la fraccion F1 presentaban alta actividad inhibitoria
de la enzima 5-lipoxigenasa, en el analisis por CG-MS en la F1 se encontraron los
compuestos pentadecanal y hexadecanal. Asi como la actividad de la FAQ de
acuerdo Cano-Campos et al. 2011 podrian corresponder a la presencia de los
compuestos flavonoides, taninos y derivados antraquinonicos libres identificados
mediante un analisis fotoquimico del fruto de R. echinocarpa. Se ha reportado que
los compuestos flavonoides inhiben la enzima COX-2 y LOX-5, que son los
principales catalizadores de los procesos inflamatorios para la promocién y
progresion de los tumores (Chahar et al. 2011). Los taninos pueden disminuir el
oxido nitrico inducido por polisacarido, disminuir la inflamacién producida del aceite

de croton en el modelo edema auricular (Park et al. 2014; Liu et al. 2015).

3.5.5. Evaluacion histopatolégica del tejido cutaneo
Los resultados de la evaluacidn histolégica nos permitieron observar los cambios en

el tejido en los modelos edema evaluados, se ha reportado que los cambios a nivel
histolégico que se presenta por la aplicacion en el modelo edema auricular por
induccion de TPA son agregacién plaquetaria, neutréfilos y eosindfilos, migracion a
la dermis y degranulaion de mastocitos e infiltracion de leucocitos (Gémez-Estrada,
Gonzalez-Ruiz & Domingo-Medina 2011; Sanchez & Moreno 1999b), la muestra
del pabelldn control de la inflamacién TPA (Fig. 1B), presentan cambios histologicos
esperados, las muestras con los tratamientos EM, FAC, FH e Ind mas TPA (Figs.
1C, D, EyF) se observa menor edema, congestion moderada (sélo FH-TPA), con
menor infiltracién inflamatoria , presentan cambios histologicos esperados,
pudiendo determinar que el tratamiento con el EMC, FAC y FH permite el
mantenimiento de la integridad del epitelio, disminuyendo la congestion y
vasodilatacion en pequefios vasos y el edema en el tejido conectivo, ademas de

reducir la respuesta inflamatoria del tejido.

3.6 CONCLUSIONES
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El presente estudio representa la primera investigacion sobre la actividad
antiinflamatoria in vitro e in vivo del extracto y fracciones del fruto de R. echinocarpa.
Los resultados del estudio sustentan la actividad antiinflamatoria in vitro e in vivo del
extracto y fracciones del fruto de R. echinocarpa, el cual podria ser una buena fuente

de agentes antiinflamatorio naturales.
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CAPITULO 4. ACTIVIDAD ANTIRUMORAL DE FRACCIONES Y

COMPUESTOS DEL FRUTO DE PAPACHE (Randia echinocarpa).
4.1. RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Los
diagndsticos actuales son tardios y los tratamientos covencionales presentan
efectos secundarios, por lo cual ha surgido la necesidad de la busqueda
tratamientos con menos efectos secundarios, por lo cual se ha recurrido al estudio
de las plantas medicinales, las cuales han sido y siguen siendo una fuente
importante para la produccion o son la base de diversos agentes terapéuticos.
Randia echinocarpa es una planta para la que se han demostrado diversas
actividades bioldgicas, destacando la actividad antimutagénica de extractos y
fracciones del fruto. Lo que sugiere su potencial antitumoral y anticarcinogénico. Sin
embargo, la actividad antitumoral del fruto de papache no ha sido evaluada. Por lo

tanto, en la presente investigacion se evalud la actividad antitumoral y los niveles
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de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las lineas celulares MCF-7, HEK293,
U-251, PC3, DU-145, HELA, SK-LU-1 y HCT-115 tratadas con la fraccion acuosa
(FAc), fraccidon hexanica (FH) y Mezcla de acidos grasos y B-sitosterol (MAB). La
FAc presentd las mejores ICso para las lineas celulares PC-3 y DU-145 (80.06 y
95.59 mg/mL, respectivamente). La FH presentd las mejores I1Cso para diferentes
lineas celulares MCF-7 y HCT-115 (220.04 y 212.1 pg/mL, respectivamente), asi
como MAB presento las ICso mas altas para las lineas celulares U-251 y Hela (12.99
y 12.96 pg/mL, respectivamente). Las HEK293 no presentaron aumento significativo
en la concentracion de ERO, en cambio a lo observado en las células cancerosas
se vio un aumento significativo de las ERO, a excepcion de las ERO presentadas
para linea celular PC-3 al ser tratada con la MAB, la concentracionde ERO
disminuyd. Las fracciones y compuestos del fruto de Randia echinocarpa presentan
actividad antitumoral.

Palabras clave: Cancer, medicina herbolaria, linea celular, ROS, Rubiaceae y R.

echinocarpa.

4.2. INTRODUCCION
El estrés oxidativo es inducido por especies reactivas de oxigeno (ROS), é6xido

nitrico (NO) y otros radicales, los cuales juegan un papel importante en el desarrollo
de varias enfermedades como la cirrosis hepatica, la aterosclerosis y cancer (Lobo
et al. 2010). El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo y
uno de los mayores desafios en salud publica (Bray et al. 2018). La OMS estima
que cada afio mueren de cancer 8.8 millones de personas debido a diagndsticos
tardios, decesos que ocurren en su mayoria en los paises de ingresos bajos y
medianos (OMS 2017). La etiologia del cancer es multifactorial y su tratarlo se aplica
una combinacion de estrategias que incluyen cirugia, radioterapia, quimioterapia,
inmunoterapia y terapia hormonal entre otros. Sin embargo, el principal problema
de los tratamientos contra el cancer es que presentan efectos secundarios, al no

poder distinguir entre células normales y cancerosas (Gelmon et al. 1999; Gibbs et
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al. 2000; Turriziani et al. 2005). Por lo cual se ha hecho énfasis en la busqueda de

nuevos tratamientos.

Las plantas medicinales tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna,
ya que son fuente directa de agentes terapéuticos y/o son la base para el desarrollo
de nuevos medicamentos (Akerele 1993). Plantas medicinales de la familia
Rubiaceae presentan actividad antioxidante, antiinflamatoria y antitumoral (Thomas
et al. 2017; Azevedo et al. 2018; Kaennakam et al. 2018). El género Randia
pertenece a esta familia e incluye especies con diversas actividades bioldgicas (e.qg.,
antioxidante, antimutagénica, antifungica, antibacterial, antiinflamatoria) (Ojeda-
Ayala et al. 2022). R. echinocarpa es la especie mas estudiada. Santos-Cervantes
et al. (2007) y Cano-Campos et al. (2011) demostraron la actividad antimutagénica
de extractos y fracciones del fruto, sin embargo, no se ha evaluado su actividad
antitumoral. Por ello el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad

antitumoral de las fracciones y compuestos del fruto de papache (R. echinocarpa).

4.3. MATERIALES y METODOS
4.3.1. Reactivos
Los reactivos y solventes usados en este estudio fueron grado analitico y adquiridos

en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) and Fisher Scientific, (Pittsburg, PA,
USA).

4.3.2. Material biolégico
4.3.2.1. Cultivo celular
La actividad antitumoral se evalud en diferentes lineas celulares: HCT-115 derivada

de carcinoma de colon humano; SK-LU-1 derivada de adenocarcinoma de pulmén
humano; MCF-7 de carcinoma humano de mama; PC3 derivada de un
adenocarcinoma de préstata humano; U-251 derivada de un linfoma histicitico de
cerebro; DU-145 de prostata humano; HelLa de células de adenocarcinoma cervical
humano; mientras que como control negativo se utilizaron células embrionarias de

riidn humano 293 (HEK293) obtenidas de la American Type Culture Collection
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(ATCC, Manassas, VA, USA). Las células HCT-115, SK-LU-1, PC3, U-251 y DU-
145 se cultivaron en medio RPMI-1640 y las células MCF-7, HeLa y HEK293 en
medio DMEM a 37 °C, en atmésfera de CO:2 al 5% y 95% de humedad relativa,
fueron suplementadas con 10% de suero bovino fetal, 1% de aminoacidos no
esenciales, 1 mM de piruvato sédico, 2 mM de L-glutamina y 50 pg/mL de
penicilina/estreptomicina. Las células se mantuvieron hasta confluencia en frascos
de plastico de 75 cm? estériles.

4.3.3. Actividad antitumoral in vitro
4.3.3.1 Ensayo de viabilidad MTT
El efecto inhibidor del crecimiento de la fraccion/MBA en lineas celulares (MCF-7,

HEK293, U-251, PC3, DU-145, HELA, SK-LU-1 Y HCT-115) se determin6 midiendo
la viabilidad de las células con el colorante MTT. Las células se sembraron en
microplacas de 96 pocillos con una densidad de 5000 — 10000 células/ pocillo.
Después del tratamiento con diferentes concentraciones de la fraccion acuosa (1,
10, 25, 50 y 100 mg/mL), fraccion hexanica (50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL) y MAB
(5, 10, 25, 50 Y 100 pg/mL) durante 24 h, se afiadid6 MTT a cada pocillo a una
concentracion final de 0.4 mg / mL y se incubo durante 3 h a 37°C. La solucion de
MTT en medio se elimind. Los cristales de formazan formados por las células viables
se disolvieron con 100 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) en cada pocillo. La
absorbancia se midi6 a 540 nm en un lector de microplacas ELISA (ASYS Hitech
GmbH, Austria). Los resultados se expresaron como porcentaje de proliferacion en
relacion al control de crecimiento. El valor de ICso se expresé como el valor de
concentracion de la fraccion que inhibio el crecimiento de células en un 50% (Zhao
et al. 2013).

4.3.4.2. Determinacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
Tasas de produccion de especies reactivas de oxigeno de las células (HEK293, U-

251, HCT-115, PC3, SK-LU, HELA y MCF-7) tratadas con su respectiva ICso de la
FH y MAB durante 24 h se midieron usando el kit de ensayo de peroxidasa/perdoxido
de hidrégeno Amplex® Red (Zhou et al. 1997) en un lector Multi-Modal de
microplacas Synergy HT, Biotek (VT, EE. UU.). Formacion de perdxido de hidrogeno
se determind mediante la fluorescencia del compuesto resorufina como en (Drose
et al. 2006). Reaccion mezcla: manitol 0.6 M, MES 5 mM (pH 6,8), KCI 20 mM, 10
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mM fosfato, 1 mM MgCI2, 10 uM Amplex Red (Invitrogen, Molecular Probes,
Eugene, OR, EE. UU.), 0,1 unidades / ml de peroxidasa de rabano picante y 100
unidades / ml de superodxido dismutasa y 0.5 mM de NADH o 10 mM piruvato mas
malato 10 mM como sustratos. Las células HEK293, U-251, HCT-115, PC3, SK-LU,
HELA y MCF-7 eran afiadidas a una concentracion final de 5000 / pocillo en 100 uL
en una microplaca de 96 pocillos. Posteriormente, el contenido de ROS celular de
tres experimentos por triplicado se midié a partir de la curva estandar de H>O2
(100000-1000 nM / mL), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
resultados se expresaron como nM de H20..

4.3.4. Analisis estadistico
Se realizé analisis de varianza de una via, comparacion multiple de medias

mediante la prueba de Fisher empleando el software estadistico Statgraphics. Se
realizd al menos tres corridas por experimento y se considerd diferencias
significativas a un nivel de significancia del 5%. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

4. 4. RESULTADOS y DISCUSION
4.4.1. Ensayo de viabilidad MTT
El cancer es una de las principales causas de muerte en muchos paises. Durante

las ultimas décadas, los cientificos han prestado mas atencion en el descubrimiento
de nuevos medicamentos contra el cancer. Actualmente existen diferentes
tratamientos para dicha enfermedad, entre los mas usados son los medicamentos
citotoxicos (Pucci et al. 2019). Estos presentan alta toxicidad y efectos secundarios,
por lo cual ha crecido el interés por encontrar agentes citotoxicos naturales (Pereira
et al. 2011). Las fracciones y compuestos del fruto R. echinocarpa se les evaluo la
actividad citotéxica contra las lineas celulares PC-3, SK-LU, HCT-122, U-251, DU-
145, MCF-7, HELA y HEK-293 por el método de MTT. Los cuales se probaron a
diferentes concentraciones: FAC (5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL), FH (50, 100, 250, 500
y 1000 pg/mL) y MAB (5.76, 28.82, 57.65 y 115.3 pg/mL). Mostrando actividad
significativa a las 24 h, en la inhibicidn del crecimiento de las células cancerosa en
mas del 50% a diferentes concentraciones dependiendo de la fraccién y
compuestos, FAC (100 mg/mL), FH (500 y 1000 pg/mL) y MAB (57.65 y 115.3

pg/mL). Las células normales no alcanzaron el 50% de inhibicion del crecimiento,
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con excepcion de la FH a la concentracion mas alta que se evalud (1000 pg/mL).
Para todas las lineas celulares tumorales y no tumorales la viabilidad celular
disminuyo en funcion de la concentracion (Figura 7, 8 y 9).

La FAC presento6 ICso mas bajas para las lineas celulares PC-3 y DU-145 (80.06 y
95.59 mg/ml, respectivamente), considerando las concentraciones inactivas
aquellas que no alcanzaron el 50% de inhibicion. La FH presentd ICso para
diferentes lineas celulares, asi como MAB present6 las ICso mas altas para las
diferentes lineas celulares evaluadas (Cuadro 16).

Estos valores son superiores a los reportados para el extracto acuoso de hojas de
Allophylus cobbe encontraron ICso = 36.21 y 43.11 mg/mL para PC-3 y DU-145,
respectivamente (Chagane et al. 2017). Se ha demostrado la actividad anticancer
de los extractos metandlico-acuoso y hexanico de las hojas de Morus nigra sobre

las células de cancer HELA, determinando ICso para metanolico-acuoso (185.9 +
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Figura 7. Actividad antitumoral de la fraccion acuosa (FAQ) de Randia echinocarpa.
La barra verticales indican LSD, HEK-273 (1.53), PC-3 (4.8081), DU-145 (4.8),
HELA (3.879), SK-LU (1.1298) y U-251 (2.4302). Donde: L—HEK273 ' células
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embrionarias de riién humano 293, 2% células de prostata humano; derivadas

del sitio metastasico: hueso, “* """ células de préstata humano; derivadas del sitio
metastasico: cerebro, =9"E4 células de cancer cervical humano, ™" células de
cancer pulmén humano y “*'*' células de cancer cerebro humano; derivadas de
astrocitoma de glioblastoma.
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Figura 8. Actividad antitumoral de la fraccion hexanica (FH) de Randia echinocarpa.
La barra verticales indican LSD, HEK-273 (3.0428), PC-3 (2.5997), MCF-7 (5.3684),
HELA (6.3324), SK-LU (1.8708) y U-251 (6.0006). Donde: T JHEK273 | cglulas
embrionarias de rindn humano 293, células de prostata humano; derivadas
del sitio metastasico: hueso, =" células de cancer de mama humano, =="&4
células de cancer cervical humano, ™ células de cancer pulmén humano y
HEUET células de cancer cerebro humano; derivadas de astrocitoma de
glioblastoma.
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Figura 9. Actividad antitumoral de la mezcla de acidos grasos y B-sitosterol (MAB)
de Randia echinocarpa. La barra verticales indican LSD, HEK-273 (1.7669), PC-3
(5.8338), MCF-7 (4.38), HELA (2.1448), SK-LU (3.8579) y U-251 (4.5142). Dénde:
[CIHEK273 | células embrionarias de rifidn humano 293, “27°* células de prostata
humano; derivadas del sitio metastasico: hueso, EEMCF7célylas de cancer de mama
humano , 2" cglulas de cancer cervical humano, ™Y células de cancer
pulmén humano y “=”" células de cancer cerebro humano; derivadas de
astrocitoma de glioblastoma.
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Cuadro 16. Concentracién inhibitoria media de las fracciones acuosa, hexanica y mezcla de acidos grasos del fruto de
papache (Randia echinocarpa).’

Linea celular ICsq

Fraccién
PC-3 DU-145 HELA U-251 MCEF-7 HCT-115 SK-LU
Acuosa? 80.06+14.33 95.59+12.17 >100 >100 >100 >100 >100
Hexanica®  301.55#57.49* e 324.35+78.422 271.4+26.59°¢ 220.4+31.822 212.1+0.572 >1000
MAB? 31.075+1.308¢ - 12.96+0.283° 12.99+2.16° 19.595+0.163° 20.91+1.202° 35.075+1.958

Los resultados son el promedio de al menos 3 experimentos independientes; superindices diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (P<0.05).

2 Concentracién inhibitoria media (ICso= mg/mL).

3 Concentracién inhibitoria media (ICsp= pg/mL).

4(-----) Linea celular no evaluada por la fraccién o mezcla
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8.3 pg/mL) y hexanico (56 + 1.7 pg/mL) (Qadir et al. 2014). Tundis et al. 2008
evaluaron fracciones de Salsola oppositifolia Desf., encontrando que las fracciones
no polares hexanica y diclorometano presentaron ICsp >100 ug/mL para la linea
celular MCF-7, que coincide con la fraccion no polar del presente estudio. Syed et
al. 2016 demostraron la actividad antiproliferativa del extracto acuoso crudo de las
hojas de Annona muricata sobre las lineas celulares tumorales MCF-7, MDA-MB-
231, AT1y MCF-10A (no tumorales). Donde se probaron 19 muestras del extracto
acuoso, encontrando que la muestra B1 mostré la ICso mas baja (MCF-7 =
212.67+1.67 pg/mL, MDA-MB-231= 350+5.77 pg/mL y 4T1= 250.67+6.01 ug/mL) y
para las muestras R2 las I1Cso (MCF-7 = 799.67+0.88 pg/mL, MDA-MB-231=
769.331£7.06 pg/mL 4T1= 6055 pg/mL, respectivamente).

Del extracto metandlico y fracciones de la planta Artemisia armeniaca se demostro
actividad anti-proliferativa sobre las lineas celulares de leucemia k562 y HL-60, y de
fibroblastos J774 (control). Se probaron a diferentes concentraciones del extracto y
fracciones (6.25 - 200 pg/mL). Encontraron que el extracto y las fracciones
afectacion de la viabilidad celular dependia de la concentracion. Mostrando ICso del
extracto metandlico y las fracciones no polares hexanica y diclorometano para HI-
60 (309.1, 160.9, 74.5 ug/mL, respectivamente) y K562 (285.5, 155.4 y 130.7 ug/mL,
respectivamente) (Mojarrab et al. 2013).

Las grasas estan negativamente implicadas en la etiologia de muchos tipos de
cancer. Sin embargo, en las ultimas décadas se ha cumulado evidencia de que
ciertos acidos grasos tienen potencial actividad anticancerigena (Field y Schley
2004). El acido linoleico se ha demostrado que presenta efectos inhibitorios sobre
diferentes tipos de células cancerosas, sitios y modelos animales (mama, piel,
colon, préstata y estbmago) en ratas, humanos, ratones y hamsters. En contraste
con los compuestos fitoquimicos que presentan propiedades anticancerigenas
(Scimeca 1999), el acido linoleico se encuentra en altas cantidades en productos
alimenticios derivados de rumiantes y aceites vegetales, y es seguro a niveles
dietéticos (Belury 2002; Sauer et al. 2007). Se ha reportado que a una dosis alta
(160 uM/mL) presenta inhibicién de la proliferacién sobre la linea celular de cancer

de colon Caco-2 (Dommels et al. 2002).
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En el aceite de Prunus dulcis presenta propiedades anticancer sobre lineas
celulares de cancer de colon Colo-320 y Colo-741. Se evaluaron a diferentes
concentraciones y observaron la inhibicion del crecimiento es dependiente de la
concentracion y el tiempo, al realizarlo por el método MTT a las 24 y 48 h. Los cuales
atribuyen a dicha actividad de los principales compuestos identificados en el aceite
de P. dulcis que fueron acido oleico, acido linoleico y acido palmitico (Mericli et al.
2017).

En un estudio realizado por Cao et al. 2019 evaluaron el efecto del B-sitosterol solo
y combinado con gemcitabina, sobre las lineas celulares MIA-PaCa-2 y BXPC-3,
encontrando que el B-sitosterol por si solo inhibié la proliferacion de las lineas
celulares (ICsp 248.6+3.96 mM, 210.1£1.33 mM, y 127.6+£0.61 mM para las células
Miapaca-2, valores de 434.2+4.17 mM, 218.3+1.37 mM, y 126.2+0.71 mM en
células BXPC-3), induccion de arresto de la fase Go/G+, apoptopsis, suprimié el
factor nuclear kappa B (FN-kB), aument6é la expresion de la proteina Bax y
disminucién de Bcl-2. En combinacion con gemcitabina mostré un efecto sinérgico
significativo sobre las lineas celulares de cancer de pancreas evaluadas. Asi como
Alam et al. 2018 evaluaron tres especies de Hibiscus, encontrando que los
compuestos principales eran el acido ursolico, 3-sitosterol y lupeol por HPTLC, al
determinar su actividad antitumoral por el método de MTT sobre las lineas celulares
HepG2 y MCF-7 de diferentes fracciones, la fraccion éter-petréleo fue la que mostré
mayores ICso (14.4 y 11.1 uM para HepG2 y MCF-7, respectivamente).

Con respecto a otras especies que anteriormente estaban clasificadas en el género
Randia, se ha reportado la actividad citotoxica del compuesto iridoide 11-metil-
ixoside aislado de la corteza de Catunaregam spinosa se evalud sobre la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231, de melanoma de piel humana SK-MEL-
2, de neuroblastoma derivada de medula ésea humana BE(2)C y de glioblastoma
neuronal humano U87MG. El mayor efecto citotoxico fue registrado para la linea
SK-MEL-2 (ICso = 63.1 ug/mL) (Jangwan et al. 2013).

El compuesto triterpeno a-L-arabinosyl (1-3)-B-galactopyranosyl (1-3)-3-B-

hidroxyolean-12-en-28-methyloate aislado y puficado de la corteza de Catunaregam
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spinosa mostrd actividad citotdxica contra la linea celular de cancer de mama MDA-
MB-231, de melanoma de piel humana SK-MEL-2, de neuroblastoma derivada de
medula 6sea humana BE(2)C y de glioblastoma neuronal humano U87MG. El mayor
efecto citotoxico fue registrado para la linea SK-MEL-2 (ICsp = 99.33 pg/mL)
(Jangwan y Singh 2014).

Los compuestos 1-octacosonal y 3-sitosterol fueron aislados de la fraccidén acetato
de etilo de Benkara fasciculata mostraron actividad citotoxica contra la linea celular
de cancer de pulmén A459 y cancer cervicouterino Hela. EI compuesto 1-
octacosonal present6 ICso de 58.47 y 67.94 ug/mL y B-sitosterol 52.46 y 74.56 ug/mL
para Hela y A459, respectivamente (Shanthamani y Ulagi 2018).

4.4.2. Especies reactivas de oxigeno (ERO)
Diversas investigaciones han permitido afirmar que el papel del estrés oxidativo en

la biologia del cancer es de un comportamiento dual, caracterizado por un
predominio de actividad prooxidante o antioxidante en la célula tumoral, que es
dependiente de la etapa de progresion de la enfermedad. Es por ello, que gran parte
de las terapias se han enfocado a direccionar el potencial tratamiento de acuerdo a
si se encuentra en etapas tempranas o en un estadio mas avanzado, apuntando a
modular el efecto de las ERO en la proliferacion celular y la induccion de apoptosis,
respectivamente (Assi 2017). En este contexto, es necesario mencionar a la terapia
antioxidante, la cual ha sido un importante pilar en el manejo temprano del cancer
durante las ultimas décadas, por el efecto de las ERO en la promocion de la
tumorigenesis (Yang et al. 2013). Las fracciones y compuestos del fruto R.
echinocarpa se les avalud las especies reactivas de oxigeno en las lineas celulares
PC-3, SK-LU, HCT-115, MCF-7, HELA y HEK-293. La cuales fueron tratadas con
las diferentes 1Cso para cada linea celular. Las céluas normales no presentaron
aumento en la concentracion de ERO, en cambio lo observado en las células
cancerosas se vio un aumento de las ERO, a excepcion de las ERO presentadas
para PC-3 al ser tratada con la MAB, las ERO disminuyeron (Cuadro 17).

Estos valores son similares en cuanto al aumento a la produccién de ERO, al ser

tratados por compuestos naturales como lo reporta Ozenver et al. 2018 al extraer
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Cuadro 17. Especies Reactivas de Oxigeno de las fracciones acuosa, hexanica y mezcla de acidos grasos del fruto de
papache (Randia echinocarpa).’

Linea Celular ERO (nM)

Fraccion
HEK-293 SK-LU HELA PC3 MCEF-7 HCT-115
Control 446.00+16.50a 362.43+46.14a 149.65+31.762 302.30+25.43b 436.57+19.45a 1280.27+138.97a
Hexanica 432.71#18.768  —eeeeee 292.46+31.48b 387.15+39.18¢ 495.51+35,22a  1930.91+109.81b
MAB 471.02447.07a 1047.81+216.49b 266.44+27.23b 110.57+11.84a 564.81+92.39b 1924.72+47.26b

Los resultados son el promedio de al menos 3 experimentos independientes; superindices diferentes en la misma columna indican diferencias

significativas (P<0.05).
2 (-----) Linea celular no evaluada por la fraccién
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y purificar el compuesto Aloe-emodina de la planta Rumex acetosella y tratar las
células CCFR-CEM con la concentracion de ICso 1, 2, 3 y 4 veces durante una hora.
Este compuesto estimuldé la produccion de ERO de manera dependiente de la
concentracion. Indujo mayor produccién de ERO incluso que la doxorrubicina (1 uM)
0 H202 (250 puM).

4.5. CONCLUSIONES
El presente estudio representa la primera investigacion sobre la actividad

antitumoral de las fracciones y compuestos del fruto de R. echinocarpa. Los
resultados del estudio sustentan la actividad antitumoral de fracciones y
compuestos del fruto de R. echinocarpa, el cual podria ser una buena fuente de

agentes antitumorales naturales.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES GENERALES

Las plantas del género Randia son originarias del contienente americano y estan

altamente devirsificadas en México. La especie del género mas estutiada es R.
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echinocarpa, la cual han determinado diferentes actividades biologicas e

identificacion de compuestos presentes en el fruto.

El extracto metandlico y fraccién acuosa del fruto de R. echinocarpa presenta alta

actividad antioxidante in vitro.

El extracto y fracciones del fruto de R. echinocarpa presentan reduccién de los
parametros comunes de la inflamacion aguada, los cuales son la formacion de

edema e infiltracion inflamatoria, en los modelos edema auricular y edema en pata.

Los resultados de los ensayos antiinfamatorios in vivo, se sustentan en el analisis
histologico realizado en los tejidos del pabelldn de la oreja y el cojinete plantar,

donde se observa menor formacién de edema e infiltracion inflamatoria.

El fruto de R. echinocarpa podria ser una buena fuente de agentes inflamatorios
naturales, para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades cronicas como el
cancer, la diabetes, cardiovasculares, autoinmunes y trastornos

neurodegenerativos.

Los resultados de la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antitumoral sustentan
el potencial anticarcinogénico del fruto de papache.
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Abstract

Background: The genus Randia L. (Rubiaceae) is native to Am:ﬂms and highly distributed in tropical areas. Surm: Randia spet:lm are usnd in
traditional medicine in some countrics to treat diverse ill Iy of kidney, circulatory system, lungs, di . cancer, infl

and against the hltmfsnngn of snnkcs and ather pmr.onnua nmmals

Questions: What are the phytoct I previously ulmn‘h:d in Randia? What biological al:l.l\‘ml:s do Ilh:j' present?

Data description: Twenty-cight studies on chemical position and b ical activitics of Randia were . Species names were cor-
roborated in Plants of the World Online and World Flora Online.

The site and died years: Studies of Rondia of Americas from 1991 to 2021.

Methods: Database reviewed were PubMed, Scopus, Sciclo, BVS. DAQOI, Science Direct, Springer Link. Web of Science, and Google Scholar,
employing the keywords Randla and its synonym Basanacantha.

Results: Six species are the most studied (R. aculeata, R. echi y—'R-ﬁml.R' becarpa, R. i and R e ’
ogy information of 12 species was d One hundred ds in Randia have been identified (phenolic acids, terpenes, st.:mls and oth-
ers), and diverse biological activities reported in 24 studies (e.g., mumuusemc. snuoxidant, and antivenom) have demonstrated for nine species.
Conelusions: Biological activities found in some species of Randia support their traditional uses. but only the antivenom effect of Randia acu-
leata has been demonstrated. Randia species could be a source of bioactive compounds; h . knowledge must be expanded to d ale
their traditional uses and conmhw: Io the dcvclnpmem of stratcgies for their preservation and mwm] use.

Keywords: Bioactive I I gy, herbal medicine, natural it R

Resumen

Antecedentes: El género Randia L. (Rubi ) es onginario de Amén vestal 1l dismbuldoeuwuastmpmil& Algunas de sus espe-
cies son utilizadas en la medicina tradicional de algunos palses para tratar d : pad ma les, circulatorios, pulmonares,
diab cincer, i 100 y contra las ded de y flosos.

Preguntas: ;Cuiles son los compuestos filoguimicos ld:nuu:ados en Randia? g,Quc actividades bmlogu.as presentan?

Descripcion de datos: Se revisaron 28 dios sobre posicidn quimica y actividades biologicas de Randia. La latura se corrobord

en Plants of the World Online y World Flora Online.

Sitio y afios de estudio: Estudios de Randia de América desde 1991 a 2021,

M&m‘]o‘: Las bases de datos l'o‘\flsadas fueron PubMed, Scopus, Scielo, BVS, DAOJ, Science Direct. Springer Link, Web of Science y Google
leando las palabras clave Randia v su sinonimo Basamacantha.

leudu' Sels es‘pecms de Rmuﬂa son las més diadas (R. aculi R. echinocarpa, R. ferox, R. heb Pa, R. doey R. ha).
Sc logica de 12 ¢ P ics. Cicn comp han sido identificados en Randi idos lendlicos, lerpenos, cs-
mmles v ulrus) y demostrado diversas actividades biologicas en 24 lios (e.g., anti géni tioxidant ) para nueve esp

C Las actividades bi “.- de especies de Randia sop sus usos tradicionales, pero solo estd dmm‘lmda'l.lacuwdad antive-
neno de R. aculeatu. Especies de R podrian ser fuente de comy bioactivos, pero su imiento debe incr tarse para d l
sus usos tradicionales y contribuir al desarrollo de emzcms para su ptmrvacu‘m ¥ uso raczom]

Palabras clave: Comy bioactivos, p h ia, logia, Rubi

This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License CCBY-NC (4.0) international. () 0
hitps://creativecommons. org/licenses/by-ne/4.0/

779

147



Chemical composition and biological activities of Randia species

he genus Randia L. is native to America, belongs to the Gardeniae tribe in the Rubiaceae family. The spe-

cies of Randia are bushy, arboreal, or some lianas (POWO 2019). Three neotropical genera have been re-

lated to Randia: Basanacantha, Rosenbergiodendron, and Glossostipula (Hooker 1873, Gustafsson 1998,

Lorence 1986). Randiu and Basanacantha have been considered synonyms since 1919 (Stranczinger er
al. 2007); whereas Rosenbergiodendron and Glossostipula are independent genera (Lorence 1986, 1999). The spe-
cies of Randia grow in wooded arcas at 0-3,300 m above sea level, in tropical and subtropical arcas (Lorence 1986,
Gustafsson 1998, 2000, Borhidi 2006). The morphological and molecular characterization of Randia spp. show the
following characteristics: some are woody and dioecious, pollen in permanent tetrads, monolocular ovary with two
parietal placentas, fruit with abundant seeds in a juicy pulp of black color, and short lateral branches with thorns
in the knots. However, some exceptions include monoecious and hermaphrodite species (Lorence & Dwyer 1986,
Burger & Taylor 1993, Gustafsson 2000). Analysis of the Gardeniae genera (i.e., vegetative, floral and fruit morphol-
ogy, anatomy, and palynology) indicates that paleotropical species previously assigned to Randia belong to other
genera (Keay 1958, Lorence & Nee 1987). The re-classified species are Randia dumetorum (Catunaregam spinosa
(Thunb.) Tirveng.), Randia spinosa (Carunaregam spinosa (Thunb.) Tirveng.), Randia formosa (Rosenbergioden-
dron formosum (Jacq.) Fagerl.), Randia siamensis (Oxyceros horridus Lour.), Randia ruiziana (Rosenbergiodendron
longiftorum (Ruiz & Pav.) Fagerl.), Randia tefrasperma (Himalrandia terasperma (Wall. ex Roxb.) T. Yamaz.), and
Randia nilotica (Catunaregam nilotica (Stapf) Tirveng.) (POWO 2019, WFO 2021). Thus, Randia comprises 106
species distributed in Americas. Mexico is a center of diversity with 62 species (58.5 % of the total) and 44 of them
are endemics (41.5 %) (Villasefior 2016, POWO 2019, WFO 2021). Seven species have been identified since 2012
(Borhidi et al. 2013, Jiménez & Cruz 2013, Borhidi & Soto-Nuifiez 2014, Borhidi & Salas-Morales 2014, Borhidi &
Martinez-Salas 2015).

Traditional medicine includes the knowledge and practices based on theories, beliefs, and experiences of indig-
enous people of different cultures to maintain health and prevent/treat physical and mental diseases, including the
traditional use of medicinal plants (OMS 2013). In traditional medicine, the used parts (leaves, stem, root, flower, or
seed) depend on the plant, and its activity is associated with the content of secondary metabolites (Balandrin et al.
1993). Approximately 80 % of the world’s population employs traditional medicine, but most uses are not suppaorted
with scientific information (Vides & Alvares 2013). Mexico has a high floristic richness, and Mexican herbal tradi-
tional medicine includes a great diversity of phytotherapeutic treatments, including about 4,500 species, representing
the second country with more registered medicinal plants globally (Barragan-Solis 2006).

People of different countries in America (e.g., Mexico, Colombia, Panama, and Brasil) use the leaves, stems, and
fruit of several specics of Randia in traditional medicine against a wide range of diseases (e.g., renal, respiratory,
circulatory, cancer, malaria, snake bites) and symptoms (e.g., inflammation, pain, diarrhea) (Bye er al. 1991, Borhidi
& Diego-Pérez 2008, Méndez-Valenzuela & Hernandez-Martinez 2009, Erbano & Duarte 2011, Gallardo-Casas et
al. 2012). In Mexico, ethnobotanical uses of Randia are known since 1,777 with records of Tarahumaras Indians that
consumed the fruits of Randia echinocarpa Moc. & Sessé ex DC. and R. laevigata Standl., and scraps of the R. echi-
nocarpa husks were used to prepare a sacramental maize beer (batari) (Irigoyen-Rascon & Paredes 2015). Besides,
the early twentieth century reparts indicate that R. echinocarpa preparations were used to treat diarrhea, malaria, and
other kidney maladies (Martinez 1939). In this regard, most ethnopharmacological uses of the Randia species have
not been scientifically demonstrated. However, biological activities of plants are due to their chemical constituents,
so phytochemical characterization is essential. On this subject, the chemical studies of Randia arc scarce despite the
cthnobotanical importance of several of its species in America and particularly Mexico, where the genus is widely
diversified. This review analyses the published information about ethnobotany, phytochemical characterization, and
tested biological activities of Randia. The information presented here is useful to support future studies on develop-
ing supplemental foods or new phytotherapeutic agents.
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Materials and methods

Systematic searches on the databases PubMed, Scopus, Scielo, Health Virtual Library (BVS), Directory of Open
Access Journals (DOAJ), Science Direct, Springer Link, Web of Science, and Google Scholar were conducted,
including dates from January 1940 to November 2021. The employed keywords were Randia and its synonym
Basanacantha. The recovered information was classified accordingly to inclusion and exclusion criteria. Inclusion
criteria: original papers, reviews, and books including information about ethnobotany, chemical characterization, and
biological activities. Exclusion criteria: Original papers, reviews, theses, posters, and books on species originally
classified as Randia but later reclassified into another genus.

Actotal of 6,914 results were discriminated as follows: first screening, 423 duplicates were removed; second screening,
the titles of documents recovered were analyzed according to the selection criteria, and 6,344 results were eliminated,
third screening, 30 results were removed by abstract reading; 147 full papers were reviewed, but 89 were excluded be-
cause the studied species were reclassified to other Rubiaceae genera (POWO 2019, WFO 2021). After discrimination, 28
original papers were recovered. Additionally, we included six books and two original papers not retrieved in the searches.

Results

Our review data included 30 original papers and six books with ethnobotanical, phytochemical, and biological ac-
tivities studies for 15 of the Randia species, 14 % of the total richness of the genus (106 spp.). Scientific studies that
validate the traditional uses of Randia species and evaluate their phytochemical composition have been conducted in
Mexico, Brazil, Panama, and the United States of America. Mexico has the highest number of scientific publications
(21), followed by Brazil (5), Panama (1), and the United States of America (1).

Ethnobotany of Randia. Reports of traditional uses were found for 12 species of Randia (e.g., antivenom and to treat
dysentery, kidney ailments, and cancer) (Table 1), and scientific studies of biological activities (e.g., antioxidant,
antimicrobial, antivenom) were reported for nine of them (8.5 %) (Table 1).

Phytochemical studies on Randia. Eight species of Rundia have been studied by qualitative phytochemical screening
to establish the presence of families of compounds. R. armata (Sw.) DC., R. echinocarpa, R. laevigata, and R. nitida
(Kunth) DC are the best studied, and their main families are phenolic acids, flavonoids, terpenes/sterols, and saponins
(Table 2). On the other hand, identification of specific compounds has been reported in seven research papers for six
species (R. aculeata L., R. echinocarpa, R. ferox (Cham & Schtdel) DC., R. hebecarpa Benth, R. matudae Lorence
& Dwyer, R. monantha Benth.) (Table S1, Figure S1). One hundred compounds have been characterized in Randia:
32 phenolic acids, 28 terpenes, three sterols, one alkaloid, and 36 others (sugars, fatty acids, aldehydes, alcohols, and
ketones). Most compounds were characterized by liquid chromatography or gas chromatography coupled with mass
spectrometry (UPLC-MS/MS or GC-MS). However, compounds of R. echinocarpa have been purified and charac-
terized by instrumental techniques (e.g., infrared, mass spectrometry, nuclear magnetic resonance). Several identified
compounds in Randia have shown a range of biological activities (e.g., anticancer, antiinflammatory, antimicrobial)
(Table 52) that could support some of their traditional uses.

Biological activities. Considering the ethnobotanical uses of Randia, fruit was the main employed part reported for
12 species (Table |, Figure 1). On the other hand, scientific studies of nine species register 14 biological activities,
and Randia echinocarpa is the most studied (Appendix 1), Seven documents show the antimicrobial and antipara-
sitic activities of five species; six studies indicate the antioxidant activity of four species; and three papers study the
toxicity of three species. On the other hand, compounds identified in Randia have antioxidant, antiinflammatory,
anfimicrobial, and antiobesity properties. Such properties have been associated with chronic-degenerative and infec-
tious diseases; thus, these compounds could be responsible for the ethnobotanical uses and demonstrated biological
activities of samples obtained from species of Randia (Table 52),
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Table 1. Traditional uses and demonstrated biological activities ol Randia species.

782

Plant Part of the plant/ traditional uses Demonstrated biological activities
Randia aculeara L. Fruit/ Against the snake’s bites! Antinociceptive?, antifungal’, antive-
nom'*, nematicide®, toxicity?
Randia armata (Sw.) DC. Leaves/ Leaf decoction to sleep Antioxidant®, antiparasitic’
better®
Randia capitata DC. Not specified/ To treat cough’ ND
Randia cinerea (Fernald) Standl. Fruit and leaves/ To clear the urinary ND

Rendia echinocarpa Moc. & Scssé
ex DC.

Randia ferox (Cham & Schitdl) DC.

Randia hebecarpa Benth.

Randia laevigata Stand].

Randia longiloba Hemsl,

Randia monantha Benth.

Randia nitida (Kunth) DC.

Randia tetracantha (Cav.) DC.

tract (bladder and kidneys)®

Fruit/ To treat cancer, malaria, dia-
betes, peplic ulcers, and diseases of
kidney, circulatory and lung ™

Leaves/ To treat diarrhea, intestinal
colic and pneumonia®

Stem-roots/ Infusion to treat rheu-
matism®

Fruit/ To treat gastric discomforts
and malaria®®

Bark/ Infusion to treat dengue™
Fruit/ Against bites of snakes and
other poisonous animals?”
‘Vegetative parts/ To heal wounds,
antiinflammatory, and antispas-
modic™?

Fruit/ To treat dysentery®

Antibacterial', antidiabetic'™"?,
antimutagenic' ***, antioxidant"*'*'¢,
cicatrizing!”, diuretic'®, nematicide?,
antiproliferative'®, toxicity™

Antioxidant, cytotoxicity and geno-
toxicity?

Antioxidant and antiinflammatory®

Antifungal® and nematicide®

Antioxidant® and toxicity”

Antifungal®

ND

'Gallardo-Casas er al. 2012, *Pérez-Espinosa er al. 2015, *Gamboa-Angulo et al. 2008, “Torres-Schwartz er al. 2018, *Cris-
tobal-Alejo et al. 2006, *Zamora-Martinez & Nieto de Pascual-Pola 1992, dos Santos er al. 2013, *Chaves et al. 2015, *Borhidi
& Dhego-Pérez 2008, ""Bye ef al. 1991, "'Salinas-Sinchez er al. 2009, “Alarcon-Aguilera er al. 1998, “Cuevas-Judrez et al.
2014, “Santos-Cervantes et al. 2007, “Cano-Campos ef al. 2011, "“Montes-Avila et al. 2018, '"Pérez et al. 1993, "Vargas-
Solis & Pérez-Gutierrez 2002, "“Lopez-Aroche et al. 2008, “Chl-Avilés ef al. 2019, *'Carvalho 2008, “Pappis ef al. 2021,
*Agra er al. 2008, *Nazari et al. 2006, *Irigoyen-Rascon & Paredes 2015, ¥Trejo-Torres et al. 2014, *Méndez-Valenzuela &
Hemindez-Martinez 2009, *Judrez-Trujillo er al. 2018, *Erbano & Duarte 2011, *Pou & Pout 1994, *Cruz-Silva er al. 2016,

ND: Not determined.
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Table 2. Phytochemical screening test in some specics of the genus Randia.

- a o v
£ 2 & 4 Ia2.08. 4 =
Species! E % - g H g E_ E §<f 3§ g2
gE 4 3@ & & 5 [E¥ gy £ g1
o =, S ) = £% <
ME - + + ++4 + - ND ND
Randia echinocarpa ~ HF - = = “ e . ND ND
Moc. & Sessé ex CF - - + + + ++ - ND ND
DC. = AQF - + t + - - + ND ND
AFF : - + + % - ++ ND ND
ME + ++ 4+ +++ -+ +H+ ND e ND
Randia nitida HF - - + - - -+ ND - ND
(Kunth) DC.** DMF ++ G + - - + ND Rl ND
AEF ++ + +H+ &+ + ++ ND —— ND
e HE - ND - + + ND ND = 2
S DME - ND < : " ND  ND ; -
Stand] 5
ME +H+ ND +HH+ - +H+ ND ND ++ e
Randi. Il
i“f‘“ “M  ME ND ND + ND + ND ND ND ND
Randia. mira Dw- .
ya CE - ND ND ND ND ND ND ND ND
Randia altiscandens
(Ducke) C.M. Tay- CE ++ ND ND ND ND ND ND ND ND
lor **
Randia aculeata 1.2 CE + ND ND ND ND ND ND ND ND
Randia armara (Sw.) .
CE - ND ND ND ND ND ND ND ND
DC. ¢
Randia lasiantha
CE + ND N ND ND ND ND
(Standl,) Standl, ** ND hR R

!Species with highest diversity of compounds is ordered first. *Soto-Sobenis ef al. 2001;*Cruz-Silva ef al. 2007; *Cano-Campos ef al.
2011; *Jiménez-Ortega ef al. 2020; *Martinez-Ceja ef al. 2022. CE, chloroform extract; CF, chloroform fraction; DME, dichloromethane
extract: DMF, dichloromethane fraction: EAF, ethyl acetate fraction; HE, hexane extract; HF, hexane frachion; ME, methanol extract
*The relative quantity of metabolite is established as abundant (+++), moderate (++), poor presence (+), and complete absence (-); *It is

shown the mtensity of the orange developed, color ranges from light (+) to very dark (+++

ND, not determined.
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Figure 1. Fruit of Randia species loyed in traditional medicine: (A) Randia aculeata, (B) Randia armata, (C) Randia echinocarpa, (D) Randia

Lt

/ loba, (E) Randi ha, and (F) Randia obcordata. Images from iNaturalist.org, credits: (A) Minerva Reyes, (B) Hailen Ugalde, (D) Joaguin

£

Cauich Pool, (E) Alfredo Dorantes Euan, and (F) Lex Garcia.
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Discussion

Mexico has the highest number of species richness, endemism, and publications of Randia, parameters that must be
associated.

Ethnobotany of Randia. This review shows that most Randia species have not been studied. However, ethnobotanical
reports about traditional medicine uses are indicated for 12 species (Tablc 1), Bye ef al. (1991) studied the ethno-
botany of Randia echinocarpa, through systematical collection of data and plant specimens from markets in Mexico
City. Their results show that R. echinocarpa is known by different common names depending on the country region:
granjel is the most common, and others are kakawari, telocoche, xacua, and papache. The most common traditional
use of R. echinocarpa is to treat renal diseases, including renal pain, kidney stones, and cystitis. In Mexico, the entire
fruit is prepared as infusion or decoction and consumed three times per day or instead of drinking water. Fruit or
leaf infusions of R. echinocarpa are also used to treat cough, circulatory ailments, diabetes, diarrhea, malaria, and
stomach and intestine cancers.

Gallardo-Casas et al. (2012) reported the traditional medicinal use of Randia aculeata L. in Japama, Veracruz,
Mexico, to treat snake bites (Table 1). The plant common names are “crucetillo” or “crucetillo macho”. Fruit is
used to prepare drinks, seven fruits (sometimes including the peel) are mixed with 1 L of cherry wine, beer, or cane
liquor for one week. This preparation is used orally or topically against the venoms of Borthrops asper, Crotalus
spp., Micrurus spp., Apis spp., Latrodectus spp., and Centrurvides spp. Randia monantha is distributed in Mexico
and Central America, where it is employed to treat snakebites (Méndez-Valenzuela & Hernandez-Martinez 2009,
POWO 2019). In some communities of Veracruz, Mexico, R. monantha is commonly known as crucetillo and used
against the Bothrops asper venom and other poisonous animal bites. The ripe fruit with or without peel is mixed
with cane liquor and left to stand. The employed dose depends on the bite or sting of the poisonous animal. This
preparation is known since the first settlers’ medicine cabinet of those localities (Méndez-Valenzuela & Hernandez-
Martinez 2009).

Randia armata is distributed in Mexico and South America, where leaves decoction is employed to better sleep
(Zamora-Martinez & Nieto de Pascual-Pola 1992, POWO 2019). Chaves et al. (2015) studied the chemical composi-
tion and antioxidant activity of R. armata in four communities in the Buriti dos Montes and Cocal municipalities,
Piaui, Brazil, this species is usually consumed as food. The common name of R. armata is taturapé, and the fruit pulp
is consumed directly. Another study analyzed the use of R. armata by the ethnic group Chayahuia from Peru, in its
medical system, this plant is commonly known as Kahpari werun, and its leaves are used to treat diarrhea. Leaves are
prepared by decocting for 0.5 h to drink three times per day (Odonne et al. 2013).

Randia hebecarpa is native to South America, where it is employed as traditional medicine in Brazil, Colombia,
Guyana, and Paraguay (Nazari er al. 2006, POWO 2019). Agra er al. (2008) reported that R. hebecarpa is used to
treat rheumatism in the Northeast region of Brazil, where it is known as “limaozinho”.

Randia nitidia is distributed in Brazil, Colombia, Ecuador, Guyana, Paraguay, Peru, and Venezuela. Plant prepa-
rations have been traditionally used for wound healing and as antiinflammatory and antispasmodic agent. R. nifida
has several common names: “indigoberry”, “roseta (rosete”), or “veludo-despinho” (Pott & Pott 1994, Erbano &
Duarte 2011, POWO 2019).

Randia ferox is distributed in Argentina, Brazil, and Paraguay, where it has been traditionally employed to treat
diarrhea, intestinal colics, and pneumonia; R. ferox is commonly known as “limao-do-mato” or “limoneiro-do-mato™
{Carvalho 2008, POWO 2019). The infusion of the leaves is traditionally employed to treat diarrhea, intestinal col-
ics, and pneumonia (Carvalho 2008).

Medicinal uses of other species of Randia are reported. Randia longiloba Hemsl. is endemic to Southwestern
Mexico, and its bark infusion has been traditionally employed to treat dengue (Trejo-Torres er al. 2014, POWO
2019). Randia capitata DC. to treat cough and is commonly known as “zapote prieto” (Borhidi & Diego-Pérez
2008); R. tetracantha (Cav.) DC. to treat dysentery and is known as “cruzetillo” (Borhidi & Diego-Pérez 2008).
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Randia cinerea (Femald) Standl. is distributed in Mexico, Guatemala, and Honduras, where is known as “crucetillo”,
“crucillo”, “rangel”, or “caporal and used to clean the urinary tract (Borhidi & Diego-Pérez 2008, POWO 2019).

Phytochemical studies on Randia. Most Randia species have not been characterized, but the first chemical studies
appeared in the 1990s and were conducted on R. echinocarpa (Bye et al. 1991). The qualitative phytochemical stud-
ies are limited and incomplete for eight species, being flavonoids and tannins the most found (Table 2). Moreover,
compounds have been isolated and identified only in six Randia species (Table S1 and Figure S1) (Nazari er al.
2006, Setzer et al. 2006, Cano-Campos et al. 2011, Juarez-Trujillo ef al. 2018, Pappis ef al. 2021, Martinez-Ceja et
al. 2022), and many of them have demonstrated biological activities (Table 52). The following paragraphs describe
the main compounds identified in Randia, and bold numbers in parentheses afier the compound name correspond to
the respective structure in Figure S1,

Phenolics.- The phenolic compounds in Randia are numerous and include flavonoids, coumarins, and phenolic acids
(e.g., phenylpropanoids) (Table S1 and Figure S1). The seeds of R. monantha have the highest phytochemical com-
pound diversity, and the most representatives are the following: flavonoids, e.g., rutin (9); coumarins, e.g., scopoletin
(12); phenylpropanocid acids, e.g., chlorogenic acid (16); and phenolic acids, e.g., vanillic acid (22) (Jurez-Trujillo
et al. 2018). Phenolic acids are the main compounds in flower essential oil of R. matadue: benzyl benzoate (25) and
trans-methyl isoeugenol (30) (Setzer et al. 2006). Kaempferol glycosides (3-6) are abundant in R. hebecarpa (Nazari
et al. 2006). Phenylphosphonic acid (32) is identified in leaves of R. aculeata (Martinez-Ceja et al. 2022).

Terpenes.- The species of Randia contain terpenes (lable S1 and Figure S1). In the flowers’ essential oil of R. matu-
dae the main terpenes are oxygenated monoterpenes (46 %) and sesquiterpenes (2.3 %), highlighting the presence of
the monoterpenes a-terpineol (41) and linalool (47) (Setzer er al. 2006). Two triterpene saponins are identified in the
ethyl acetate and hydromethanolic fractions of R. hebecarpa leaves: cincholic acid 3-O-B-D-quinovopyranosil-28-
O-B-D-glucopyranoside (53) and quinovic acid 3-O-B-quinovopyranosyl-28-0-f-D-glucopyranoside (54) (Nazari
et al. 2006). In the ethyl acetate fraction of the R. echinocarpa fruit, five triterpenes are identified, being the most
abundant quinovic acid (57) and oxoquinovic acid (56) (Bye er al. 1991, Cano-Campos et al. 2011). In the hexane, di-
chloromethane, and methanol extracts of R. aculeata leaves were identified the diterpene phytol (52) and triterpenes
squalene (59) and cycloartenol (60) (Martinez-Ceja er al. 2022).

Sterols.- Randia echinocarpa and R. aculeata are the only species where sterols have been reported (Bye er al. 1991,
Cano-Campos et al. 2011, Martinez-Ceja et al. 2022). In the hexane fraction of R. echinocarpa fruits and the hexane,
dichloromethane, and methanol extracts of R. aculeata leaves are identified three sterols, and p-sitosterol (61) is the
most abundant (Table S| and Figure S1) (Cano-Campos ef al. 2011, Martinez-Ceja et al. 2022).

Others.- Other identified compounds in Randia species are sugars, fatty acids, aldchydes, alcohols, and ketones
(Iable S1 and Figure S1). The main fatty acids in the essential oils of seeds of R. moenantha are linoleic (69), oleic
(71), and palmitic (67) (Judrez-Trujillo er al. 2018). The fruit pulp of R. echinocarpa contains linoleic (69) and
palmitic (67) acids, and the last one is the most abundant (Cano-Campos ef al. 2011). The main alcohols in flower
essential oils of R. matudae are cis-3-hexenol (78) and rrans-3-hexenol (79) (Setzer er al. 2006). Three aldehydes
have been registered for R. echinocarpa, being pentadecanal (97) the most abundant (Cano-Campos er al. 2011). The
mannitol (81) has been identified in R. echinocarpa and R. hebecarpa (Bye et al. 1991, Nazari et al. 2006, Cano-
Campos et al. 2011). The main polyalcohols in the leaves extracts of R. aculeata are ribitol (85) and glucitol (86)
(Martinez-Ceja et al. 2022).

Biological activities. Among the biological activities demonstrated for the 12 species of Randia used in traditional
medicine, the antioxidant activity is reported for five species (Table | and Appendix 1). Oxidative stress and inflam-
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mation have been associaled with the etiopathogenesis of dilTerent diseases (e.g., cancer, cardiovascular, metabolic,
neurodegenerative), and plant antioxidants can be health protective by preventing lipid oxidation, protein denatur-
ation, DNA damage, and improving the DNA repair and detoxification mechanisms (Munialo ez al. 2019). Phenolics
and flavonoids are common components of Randia (Tablc S1); these compounds have been proposed as an adjuvant
therapy to treat inflammation, activity associated with the antioxidant activity and inhibition of enzymes involved in
the production of eicosanoids (Hussain ef al. 2016). Therefore, the antioxidant activity of Randia compounds could
be relevant in the prevention and treatment of diseases. In general, biological activitics demonstrated for Randia sup-
port some of their traditional uses (Iable | and Appendix 1). Randia echinocarpa has been the most studied species.
Tt is endemic to Mexico, where it has been used to treat cancer, malaria, diabetes, and peptic ulcers, as well as renal,
circulatory, and pulmonary diseases (Bye er al. 1991). The acetone extracts of stems/leaves of R. echinocarpa have
low activities against Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella
enterica serovar Typhi, and Candida albicans; the Minimal Inhibitery Concentrations (MIC) are > 8 mg/mL (Sali-
nas-Sanchez et al. 2009); besides, the fruit acetone extract shows nematicidal activity against Haemonchus contortus
L3, inducing up to 37 % death after incubation for 48 h (Lopez-Aroche ef al. 2008). Moreover, the aqueous extract
of R. echinocarpa has antimutagenic activity in Salmonella enterica serovar Typhimurium YG1024, acting by des-
mutagenic (damage prevention) and bioantimutagenic (damage repair) mechanisms. In this regard, a bioguided assay
of an antimutagenic methanolic exiract of R. echinocarpa showed greater activity in its hexane fraction, and the re-
sponsible compounds were B-sitosterol, linoleic acid, and palmitic acid (Santos-Cervantes ef al. 2007, Cano-Campos
et al. 2011). Aqueous and non-polar extracts of R. echinocarpa fruit showed similar antioxidant activities by the
PB-carotene discoloration method; the aqueous extract has low content of phenolics and authors suggested that syner-
gic effects (e.g., between B-sitosterol and phenolics) are contributing with the antioxidant activity of R. echinacarpa
(Santos-Cervantes ef al. 2007). The insoluble melanins of R. echinocarpa fruit have high antioxidant activity by the
FRAP (1,098.41 = 11.43 pmol TE/g, TE means Trolox Equivalents) and ABTS (1,333.5 + 8.45 pmol TE/g) methods.
They show cellular antioxidant activity in the Saccharomyces cerevisiae BY4741 strain (Montes-Avila er al. 2018).
A dose-response effect was observed with better results at the two lowest melanin concentrations (0.01 and 0.1 mg/
mL) than with ascorbic acid. Melanins are ubiquitous biological pigments produced by oxidation and polymeriza-
tion of phenolics, and in alive organisms are involved in thermoregulation, chemoprotection, camoufiage, sexual
attraction, and photoprotection (Bilinska 1996, Krol & Liebler 1998). It must be emphasized that melanin-containing
food has been associated with antioxidant and immunostimulatory properties (Pugh ef al. 2005, Huang ef al. 2011).
In particular, the insoluble melanins of R. echinocarpa fruit showed immunomodulatory activity by increasing the
splenocyte proliferation, and authors suggested that the immunostimulant effect was due to phenolic structures in
melanins (Montes-Avila et al. 2018). Tt was suggested that phenolics induce endogenous enzymes (e.g., superoxide
dismutase, catalase, glutathione peroxidase) and chelate metals (e.g.. iron and copper) (Montes-Avila ef af. 2018).

Soluble melanins (impure and purified) from fruit of Randia echinocarpa have shown a higher u-glucosidase
inhibitory activity (¢GI) than acarbose, a drug commonly employed to treat type 1l diabetes (Cuevas-Juarez ef al.
2014). Furthermore, the purified melanins showed the highest aGI, suggesting that the components/structure of
soluble melanins are essential for the activity. The aGI values were not correlated with the content of phenolics or
antioxidant activity, albeit these three parameters increase with purification; consequently, sample composition is
differentially affecting such parameters (Cuevas-Juarez et al. 2014). However, fruit decoction of R. echinocarpa did
not show anti-hyperglycemic activity in rabbits (Alarcon-Aguilera er al. 1998). Thus, R. echinocarpa extracts have
antioxidant, immunomodulatory, and antimutagenic activities that have been considered essential to treat various
diseases, including malaria and cancer (Munialo ef af. 2019), and support the traditional uses of the species. Support-
ing the potential of R. echinocarpa as a source of phytotherapeutic compounds, toxicity assays in mice showed that
soluble melanins from fruit were innocuous, and treated mice showed normal behavior, weight, and healthy organs
(Gil-Avilés er af. 2019).

Randia hebecarpa is traditionally used to treat rheumatism (Nazari et al. 2006). The methanol extract of leaves
and its fractions have in vitro antioxidant activities evaluated by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and lin-
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oleic acid peroxidation methods. Activities of the methanol extract, ethyl acetate fraction, and hydroxymethanol frac-
tion were similar to the positive control butylated hydroxytoluene (inhibition percentage of 89.4 %) in linoleic acid
peroxidation. In the DPPH method, ethyl acetate fraction shows the best activity (IC,, = 60.8 pg/mL). In the most
active fractions were identified five flavonoids, two triterpenes, and mannitol. Authors suggested that flavonoids are
responsible for antioxidant activity (Nazari et al. 2006). The methanol extract of R. hebecarpa leaves is active against
Mycobacterium tuberculosis (250 < MIC < 500 pg/mL) (Araujo ef al. 2014) and lacks antiinflammatory activity in
the carrageenan or dextran murine models (Nazari et al. 2006).

Randia monantha is traditionally employed to treat snakebites (Méndez-Valenzuela & Hemandez-Martinez 2009).
The aqueous, methanol, and ethanol extracts of pulp and seeds of their fruits show high in vitro antioxidant activity
evaluated by the ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), DPPH, FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), and reducing power methods, seed extract shows higher DPPH activity than pulp extract, and it
is suggested that flavonoids are the active compounds (Juarez-Trujillo er al. 2018). By contrast, the aqueous extract
of pulp was more active than that of seeds by the FRAP method, proposing that pulp antioxidant activity was due to
the synergy of phenolics, vitamin C, and melanins (Juarez-Trujillo et al. 2018).

The ethanol extract of R. aculeata fruit is effective against the venoms of the Crotalus simus and Bothrops asper
snakes: the extract decreases the tissue damage of skeletal and cardiac muscles and the loss of red blood cells
(Gallardo-Casas et al. 2012). It is suggested that extract inhibits the proteolytic enzymes involved in the venom
hemotoxic effects. The R. aculeata ethanol extract was also useful as an adjuvant of the polyvalent drug therapy in
mice lung tissue against the Bothrops asper venom (Torres-Schwartz et al. 2018). Compared with venom-treated
mice, mice treated with venom followed by the polyvalent serum had decreased atrophy and bleeding in the lungs,
However, those treated with venom, polyvalent serum, and extract did not show these symptoms. Therefore, it was
suggested that extract neutralizes the venom toxins. The ethanolic extract of R. aculeata was innocuous in mice (LD,
> 1,000 mg/kg b.w.) and was able to reduce the number of acetic acid-induced contortions, thus suggesting that it
has an analgesic effect at the visceral level (Pérez-Espinosa et al. 2015). Martinez-Ceja er al. (2022) evaluated the
in vitro antiinflammatory, antibactenal, and antioxidant activity of methanol, hexanic, and dichloromethane extracts
of Randia aculeata leaves. At the tested concentrations, none of the extracts showed activity against Sraphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus-MRSA, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, and Salmenella Typhimurium,
The methanol extract of Randia aculeata showed high in vitro antioxidant activity with the following IC,; valucs:
92,92+ 0.9]1 pg/mL in DPPH and 14.27 + 0.20 pg/mL in ABTS. The extracts did not affect the RAW 267.4 cells vi-
ability and showed a concentration-dependent inhibition of the nitric oxide (NO) production, being most active the
hexane (26.25 £ 2.62 % at 20 pg/mL) and dichloromethane (35.38 + 4.35 % at 40 pg/mL) extracts. It is suggested
that Randia aculeata may be a promising medicinal resource.

Randia armata is traditionally employed to better sleep (Zamora-Martinez & Nieto de Pascual-Pola 1992). An
ethanol-water (7:3 v/v) extract of R. armata aerial parts shows moderate antiparasitic activity against Larvae of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (75 % efficacy at 40 % extract concentration) (dos Santos er al. 2013). Tn addi-
tion, the in vifro antioxidant activity of the methanolic extract of R. armata has been high due to its elevated concen-
tration of phenolics and carotenes (Chaves et al. 2015).

Randia nitida 1s traditionally used for wound healing (Pott & Pott 1994, Erbano & Duarte 2011). Methanolic ex-
tract of leaves and its fractions show antifungal activity against Colletotrichum truncatum, Rhizoctonia solani, and
Sclerotinia sclerotiorum. This activity may be related to their main flavonoid, steroid, and triterpene components
(Cruz-Silva et al. 2016).

Randia longiloba has been traditionally employed to treat dengue (Trejo-Torres et al. 2014). The ethanol extract
of leaves, stems, and roots of R. Jongiloba show nematicidal activity (Cristobal-Alejo er al. 2006).

Randia obcordata 8. Watson is distributed from Texas to Venezuela, and it has no information on medicinal uses
(POWO 2019) nor phytochemical characterization. The ethanol extract of R. obcordata leaves inhibits the growth
of the fungi Alternaria ragetica, Collerotrichum gloeosporioides, and Rhizopus sp. In contrast, the root extract only
inhibits the growth of Rhizopus sp. (Gamboa-Angulo ef al. 2008). In addition, the ethanol extracts of leaves, stem,
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and roots of R. obeordata were nematicidal against Meloidogyne incognita 2, and the highest mortality was obtained
with the extract of leaves (60 % at 500 ppm) (Cristobal-Alejo ef al. 2006).

Randia ferox is traditionally employed to treat diarrhea, intestinal colics, and pneumenia (Carvalho 2008). The
aqueous extract de R. ferox leaves show high in vifre antioxidant DPPH activity (IC,, = 79.26 ug/mL). The cytotoxic-
ity and genotoxicity of the R. ferox extract were evaluated in different cell lines. Peripheral blood mononuclear cells
treated for 24 h showed normal cell viability. All evaluated concentrations reduced the Reactive Oxygen Species
(ROS) levels without affecting the Nitric Oxide (NO) levels. In addition, most tested concentrations did not affect
the release of double-strand DNA (dsDNA). Thus, it is suggested that aqueous extract R. ferox is safe and has the
potential to treat diverse illnesses/ symptoms (Pappis ef al. 2021).

Increasing knowledge about phytochemical composition and biological activities is necessary to produce high-
value products through modern biotechnological tools. Based on the demonstrated characteristics of R. echinocarpa,
plant cell tissue culture was employed to produce calli and plantlets toward the in virro production of antioxidants
and other bioactive metabolites (Valenzuela-Atondo et. al. 2020).
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Appendix 1. Biological activities of extracts and compounds of Randia sp
Biological Plant Part of the plant  Type of extract/ Maodel/Method Result Reference
activity Preparation
Randia echino-  Leaves and stems AE Staphylococcus at- MIC =8 mg/ml. Salinas- San-
carpa Moc, & rews, Streptococeus  for 8. aurens and S, chez et al.
Sessé ex DC. faecalis, Escherichia  faecalis, MIC > § 2009
eoli, Proteus mira-  mg/mL for the rest
bilis, Salmonella
Typhu and Candida
albicans
2 ; Randia aculeata Leaves ME, HE and DME Staphylococcus None of exiracts had  Martinez-Ceja
Antibactzeial L. aurens, Staphylococ-  an inhibitory affect et al. 2022
cus anrens-MRSA,
Streplococcus pvo-
genes, Escherichia
coli and Salmonella
Typhumunium
Randia hebe- Leaves ME Mycobacterium - MIC > 250 pg/ml.  Araujo et al.
carpa Benth. berculosis 2014
Randia armata Plant HEE Larvae of Rhipi- 25,28, and 75%  dos Santos er
Antiparasitic (Sw.) DC. cephalus (Boophi-  efficacy at 5], [20] al, 2013
s microplus and [40] % of HEE
Randia longiloba Leaves EE Alternaria tagetica,  Only active against
Hemsl. Colletotrichum Rhizopus sp.
glocosporivides, Fu-
sarium oxysparum
and Rhizapus sp. Gamboa-
Angulo et al.
Randia obeor- Stems and root EE Alternaria tagetica,  Effect against 4. N8
data $. Watson Colletotrichum tagetica, F axyspo-
Antifungal  Randia aculeata Leaves and root gloeosporioides, P runt and Rhizopus
var. aculeata L. SAriim uxysporim, sp.
and Rhizapus sp.
Randia nitida Leaves ME, HF, DMF, and  Colletorrichum trun- Activity order Cruz-Silva er
(Kunth) DC. EAF catum, Rhizoctonia was as follows: al. 2016
. solani Kithn and EAF>DMF>HF,
Scl i sclero- I fat[160
tiorum pgiml]
Randia echino- Flowers AE Haemonchus con- Effectat [20mg/  Lopez-Aroche
carpa Moc. & torws L3 mL]. % larval mor- etal. 2008
Sessé ex DC. tality 3.33£1.76,
37+ 11.83, and
2533 +£3.38 after
24,48,and 72 h
respeclively
Randia longiloba  Leaves, root, and EE Meloidogyne incog-  The EE of leaves  Cristobal-Alejo
Hemsl. stems nita J2 induced higher mor- el al. 2006
tality at 72 h: 95% at
Nematicide 500 ppm and 23% at
250 ppm
Randia obcor- The EE of stems
data S, Watson induced higher mor-
tality at 72 h, 653% at
500 ppm
Randia aculeata The EE of leaves
L. var aculeata show higher % mor-
Lahity of 95 and 8 at
[500] and [250] ppm
at72h
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Biologieal Plant Part of the plant ~ Type of extract/ Model/Method Result Reference
activity Preparation
Randia echino- Fruit ME, HE, CE. and  Pcurolenc bleaching ~ AQE showed the Santos-Cer-
carpa Moc. & AQE highest AAinvire  vanies eial.
Sessé ex DC. 2007
Partially purified ~ ABTS and FRAP High AA invirs  Cuevas-Judrez
soluble melanins etal. 2014
Purified msoluble FRAP, ABTSand  High AA in vitroand  Montes-Avila
lani Sacch 1y showed no dose- etal 2018
cerevisiae response effect on
HO,
Randia ferox Leaves AQE DPPH High AA invito  Pappis eral.
(Cham & Schit- = 2021
Antioxidant di) DC.
Randia aculeata Leaves ME HEund DME  DPPH and ABTS High AA in vitro Martinez-Ceja
L. etal. 2022
Randia hebe- Leaves ME, AQF, HF and  DPPH and linoleic ~ ME, AQF, and EAF  Nazari ef al.
carpa Benth. EAF acid peroxidation showed the same 2006
effect as BHT, and
EAF had the best
IC,, = 60.8 ug/mL
Randia monan- Pulp and seed ME and EE FRAP, DPPH, High AA invitre  Judrez-Trujillo
tha Benth. ABTS and reducing eral 2018
poOwer.
Randia. armata Pulp HME DPPH and ABTS High AA in vitro Chaves et
(Sw.) DC. al 2015
Randia hebe- Leaves ME Albino rats No significant effect  Nazari et al.
carpa Benth. on inflammation 2006
et reduction
ARG pondiaaculesta  Leves  ME.HEad DME RAW264.7 cellline  All extracts showed  Martinez-Ceja
3 L. adose-dependentef-  eral 2022
fieet in the inhibition
of NO prod
Randia echino- Fruit AQE, CE, and BE Wistar rats AQE increased heal-  Pérez ef al,
Cicatrizing carpa Mo, & ing and clotting time 1993
Sessé ex DC.
Randia echino- Fruit Aqueous decoction Rabbits Mot significant de- Alareon-
carpa Moc. & crease in hypoglyce-  Aguilera et al.
Sessé ex DC. mic peak 1998
Partially purificd Inhibition of High inhibition of  Cucvas-Judrcz
soluble melani gl ! glucosidase 1C = eral 2014
yr s 1.0 = 0,010 and
ARGRIS 1.17 + 0.069 mg
/ mL extracted at
room and boiling
temperature, acar-
bose IC = 8.38 mg
/mL.
AQE Sl lla enterica  Inhibited the |-NPP Santos-Cer-
serovar Tvphimun-  mulagemicity by 32 vantes ef al.
Randia echino- Fruit um YG1024 and 56% 2007
y ! m:‘i"gc& ME, AQE, ¥, Salmonelia enterica  The HF wasthe  Cano-Campos
Antimutagenic EAF, and CF serovar Tvplumuri-  most active and con-  efal 2011
um YG1024 Lains palmitic acid,
linoleic acid, and
[sitosterol com-
pounds
5
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Chemical composition and biological activities of Randia species

Plant

Biological Part of the plant Type of extract/ Model/Method Result Reference
activity Preparation
Randia echino- Fruit Purified insoluble Splenocytes of 1t sh d a sig- Moutes-Avila
carpa Muoc. & melanins BALB/c mice nificant difference eral. 2018
ks Sessé ex DC. of [25 pg/mL] with
Proliferative respect to LPS and
PHA positive con-
trols
Randia echino- Fruit AQE Wistar rats Increased urine Vargas-Solis &
Diuretic carpa Moc. & volume Perez-Guticr-
Sesst ex DC. rez 2002
ey Randia aculeata Fruit EE Wistar rais Analgesic effect at  Pérez-Espinosa
Antinosiceptive 13 g visceral level etal 2015
Randia aculeata Fruit EE CDI1 mice Decreased atrophy Torres-
L. and bleeding in the  Schwartz er al.
Anti lungs 2018
e Decreased tissue ~ Gallardo-Casas
damage and red etal 2012
blood cells
Randia monan-  Fruit, leaves, and EE Artemia salina L. No toxicity up to 1 Méndez-
tha Benth. stems mg/mL Valenzuela &
Herndndez-
Martinez 2009
Toxicity Randia aculeata Fruit EE Mice No toxicity up o Pérez-Espinosa
L. 1000 mg/kg b.w. eral 2015
Randia echino- Fruit Partially purified BALB/c mice Notoxicity upto 5 Gil-Avilés et
carpa Moc. & soluble melanins glkg bow. al 2019
Sessé ex DC.
Randia ferox Leaves AQE Cell lines Vero, The extract did not ~ Pappis ef al.
(Cham & Schit- RAW 267.4 HFF-1,  affect cellular pro- 2021
di) DC, and U-87 MG liferation, decreased
ROS, and increased
Cytotoxicity and NO.
Genoloxicity Extract concentra-
tion did not affect
dsDNA release com-
pared to untreated
cells
AA, antioxidant activity; AE, acetonic extract; AQE, aqueous extract, AQF, fraction; BE, | extract, BHT, butylated hydroxy

toluene; CE, chloroformic extract; CF, chlorofi fract

. DME, dichl

extract; DMF, dichloromethane fraction; dsDINA, doble

stranded DNA; EAF, ethyl acetate fraction; EE, ethanolic extract. HE, hexanic extract, HEE, hydroethanol extract, HF, hexanic fraction, HME,

haride; ME, metl

hydromethanol extract, LPS, lipopoly

species.

796

1 extract; NO, mitric oxide; PHA, phyvtohemagghutinin; ROS, reactive oxygen
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Anti-inflammatory and antioxidant activity of the methanolic extract of the papache
fruit (Randia echinocarpa) and its fractions
Actividad antiinflamatoria y antioxidante del extracto metandélico del fruto de
papache (Randia echinocarpa) y de sus fracciones
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ABREVIACIONES

D.O. Densidad optica
ML Microlitro
mm  milimetro
Mi mililitro
°C Grados Celcius
MeOH Metanol
viv Volumen/volumen
Uv Ultravioleta
IR Infrarrojo
NMR Resonancia megnetica nuclear
GC-MS Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas
UPLC-MS Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién — Espectrometria de
Masas en Tandém
AA  Actividad antioxidante
AE  Extracto
FAC Fraccion acuosa
FB  Fraccién
BTH Butil hidroxi tolueno
EC Extracto cloroformico
FC Fraccion cloroformica
EDM Extracto diclorometano
FDM Fraccion diclorometano
ADNds Doble cadena
AND Doble cadena
FAE  Fraccion acetato de etilo
EE Extracto etandlico
EH Extracto hexanico
EHE Extracto hidroetanolico
FH Fraccion hexanica
EHM Extracto hidrometandlico
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LPS Lipopolisacarido

EM  Extracto metandlico

NO  Oxido nitrico

PHA Fitohemaglutinina

ROS Especies reactivas de oxigeno
TLC Cromatografia en capa fina

CC Cromatografia en Columna

TPA 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol
LOX Lipooxigenasa

IC50 Concentracion inhibitoria del 50%
NDGA Acido nordihidroguaiarético
COX-2 Ciclooxigenasa
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