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RESUMEN

RESUMEN

Critonia aromatisans (D.C.) R.M. King & H. Rob (Asteraceae), Thevetia ahouai (L.)
A. DC. (Apocynaceae), y Montanoa grandiflora Alaman ex DC. (Asteraceae) son tres
especies nativas de la peninsula de Yucatdn empleadas en la elaboracién de pomadas
artesanales de uso antiinflamatorio con escasos estudios biolégicos y fitoquimicos. Estas
especies fueron seleccionadas para evaluar el efecto antiinflamatorio de los extractos
preparados a partir de las hojas, mediante un estudio fitoquimico biodirigido a fin de
seleccionar la especie que presente mayor actividad para el aislamiento e identificacion
de sus componentes activos. En la evaluacién antiinflamatoria en ratones BALBI/c, se
encontr6 que las fracciones de acetonitrilo/metanol (ACN/MeOH) y hexanicas (Hx) de C.
aromatisans poseen la mayor actividad a una dosis de 200 mg/Kg; esta actividad resulté
ser mayor al 90% sobre e! edema plantar inducido con carragenina. Con base en estos
resultados, se continud el estudio antiinflamatorio con los extractos de ACN/MeOH y Hx
de C. aromatisans empleando ratones NIH, encontrandose que tGnicamente el extracto Hx
mostré actividad antiinflamatoria a 100 y 200 mg/Kg. Asi mismo, este extracto disminuyé
la produccién de éxido nitrico (NO) a concentraciones mas bajas que la basal a partir de
100 hasta 1,000 pg/mL. En el ensayo de toxicidad oral aguda en ratas Wistar se encontré
una DLsy mayor a 2,000 mg/Kg vy, a esta dosis, se encontrd un efecto de somnolencia y
letargo. Ademas, el extracto Hx disminuy6 la produccién de TNF-a, IL-1B, IL-6 y COX-2 a
nivel transcripcional. Por otro lado, se encontré que las fracciones C y D, obtenidas del
fraccionamiento del extracto Hx, poseen un efecto inhibitorio de NO mayor del 50% a 500
ug/mL. La subfraccion D2-B analizada por CG-EM sugiri6 una mezcla de esteroles; la
purificacion del compuesto D1-B y su posterior analisis por RMN sugiere una estructura
de cumarina. El compuesto C6-3 identificado por RMN correspondié al sesquiterpeno
ciclocolorenona. Con base en estos resultados, se concluye que C. aromatisans es una
especie nativa capaz de producir un efecto antiinflamatorio significativo, ademas, estos
resultados justifican el uso tradicional de la especie en la medicina tradicional Maya.







ABSTRACT

ABSTRACT

Critonia aromatisans (D.C.) R.M. King & H. Rob (Asteraceae), Thevetia ahouai (L.)
A. DC. (Apocynaceae) and Montanoa grandifiora Alaman ex DC. (Asteraceae) are three
native species from the Yucatan Peninsula used in the preparation of ointments for
inflammatory use. The extracts obtained from the leaves of these species were selected to
evaluate the antimicrobial and anti-inflammatory activities using a bioguided phytochemical
study. In the in vivo anti-infflammatory evaluation using BALB/c mice the
acetonitrile/methanol (ACN/MeOH) and hexane (Hx) extracts from C. aromatisans showed
the highest activity at a dose of 200 mg/Kg of weight and this activity was greater than
90% using the carrageenan-induced hind paw edema model. The study was continued
with the active extracts of C. aromatisans using the carrageenan anti- inflammatory model
with NIH mice. From this bioassay, only the Hx extract showed anti-inflammatory activity at
doses of 100 and 200 mg/Kg. Likewise, this extract reduced the production of nitric oxide
(NO) at lower concentrations than the baseline from 100-1,000 pg/mL. In the acute oral
toxicity test using Wistar rats it was found an LDs, greater than 2,000 mg/Kg, and at this
dose, it was found an effect of drowsiness and lethargy. The hexane extract was
fractionated and it was found that fraction C had inhibitory activity at 500 pg/mL. Moreover,
the Hx extract decreased production of TNF-a, IL-1B, IL-6 and COX-2 at a transcriptional
level. Furthermore, it was found that the fractions C and D from the hexanic crude extract
have an inhibitory effect more than 50% of NO production at 50 pg/mL. Analysis of D2-B
subfraction by GC-MS suggested a mixture of sterols; the purification of compounds D1-B
and C6-3 and their NMR analysis allowed their identification as coumarin and the
sesquiterpene ciclocolorenone, respectively. Based on these results, we conclude that C.
aromatisans is a native species capable of producing a significant anti-inflammatory effect;
in addition, these results support the traditional use of the species in Mayan traditional
medicine.
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CAPITULOI
GENERALIDADES
1.1 INTRODUCCION

Los padecimientos crénicos degenerativos tales como diabetes, enfermedades
cardiovasculares, cancer, artritis y otras enfermedades reumaticas, requieren de un gasto
insustentable de los sistemas gubernamentales de salud y en los bolsillos de los propios
pacientes. Las dolencias reumaticas inflamatorias (RRPS, por sus siglas en inglés) tienen
una prevalencia nacional del 5% y en el Estado de Yucatan la prevalencia es del 2.3%. En
este contexto, se estima que el gasto por paciente reumatico en consulta privada
asciende a mas de los $100,000 MN anuaies (Alvarez-Nemegyei et al., 2011). En estudios
publicados recientemente por investigadores mexicanos, se reporté que alrededor del
14% de la poblacién padece alguna de las aproximadamente mas de 200 enfermedades
inflamatorias de tipo reumatico conocidas. Entre las enfermedades reumaéticas mas
frecuentes en la poblacién mexicana estan la osteoartritis (10.5% de la poblacién), dolor
de espalda y cintura (5.8%), sindrome doloroso localizado (3.8%), artritis reumatoide
(1.6%), fibromialgia (0.7%), espondiloartropatias (0.6%) y gota (0.3%). En Yucatan, la
prevalencia de enfermedades inflamatorias de origen reumatico es del 2.8%, siendo uno
de los estados con mayor prevalencia de esta enfermedad. Un sintoma caracteristico de
todos estos padecimientos es que en algliin momento se presenta inflamacién en alguno
de los tejidos, por lo que los antiinflamatorios y/o analgésicos son medicamentos de uso
comun (Alvarez-Hernandez, 2012). Los medicamentos por excelencia para el tratamiento
de los procesos inflamatorios son los AINES (antiinflamatorios no esteroideos), los
inhibidores selectivos de la enzima inducible ciclooxigenasa-2 (COXIBS) y los esteroides
(Flores, 2003). Para el caso de los AINES se tiene el sustento cientifico de sus efectos
secundarios en el tracto gastrointestinal, mediante la presencia de lesiones o ulceras en
pacientes con un uso continuo de estos medicamentos. Por otra parte, si bien el
descubrimiento de los inhibidores selectivos para la COX-2 abri6 la posibilidad de evadir
estos efectos, algunos como el Rofecoxib®, se han visto implicados en complicaciones
cardiovasculares, lo que ocasion6 en 2004 el retiro de este farmaco del mercado mundial
por la compariia farmacéutica Merck (Rainsford, 2005). Por lo anterior, existe un interés
mundial en la bisqueda de nuevas alternativas efectivas y de bajo costo para la poblacion
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son paniculadas con ramas opuestas; sus frutos glabros y dispuestos en aquenio
(Browne, 756; Benitez de Rojas, 201

1.2.2.2 Estudios fitoquimicos y farmacolégicos
El género Critonia no posee estudios fitoquimicos y farmacolégicos reportados en

la literatura; dado que la especie objeto de estudio es Critonia aromatisans (sinénimo

ipatorium hemipteropodum y Eupatorium aromatisans), se presentan algunos de los

sportes encontrados para el género Eupatorium.

Entre algunos de los estudios fitoquimicos realizados en especies de este género

estan los reportados para E. perfoliatum identificandose al acido clorogénico, acido

soclorogénico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido 2,5-dicafeoilglucarico, acido 3,4-
dicafeoilglucaricoy el acido 2,4- y 3,5-dicafeoilglucarico (Maas et al., 2008). El alcaloide
pirrolizidinico lucopsamina y el guaiandlido cumambrina B fueron aislados de E.
maculatum L. (Wiedenfeld et al., 2009). Existen reportes de que algunas especies de este
¢ ero han mostrado actividad biolégica, tal es el caso de los extractos organicos
obtenidos a partir de E. viscidum, los cuales poseen un efecto inhibidor de
acetilcolinesterasas hasta del 80% arpinella et al., 2009). Las partes aéreas de E.
lindleyanum son empleadas en la medicina tradicional china por sus propiedades
antipiréticas y detoxificantes y se le atribuyen sus efectos a la presencia de sesquiterpén
lactonas de tipo germacrano (Yang et al, 2009). El extracto acuoso de hojas de E.
adenophorum ha sido evaluado € su :vidad molusquicida para el control de la
esquistosomiasis humana (Zou et al., 2009). A partir de E. aschenbornianum se aislo la
encecanescina, cual posee un efecto gastroprotector en modelos animales (Sanchez-
Mendoza et al., 2010).

1.2.2.3 Critonia aromatisans

Esta especie fue descrita por Jentes y col. en 1998 como un arbusto aromatico
de 2 a 4 m de altura; sus tallos son herbaceos, huecos, estriados y mayormente glabros;
sus ..)jas opuestas, aovadas u aovado-lanceoladas, de 10 a 28 cm de largo y de 4.5 a 20
cm de ancho; acuminadas en el & e, con ia base truncada a cuneada y bruscamente
estrechada en el peciolo alado; inflorescencia en paniculas anchas, flores blancuzcas y
frutos en aquenio (Figura 1).
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CAPITULO I

Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vivo y toxicolégica preliminar
de extractos de Critonia aromatisans, Thevetia ahouai y Montanoa
grandiflora, seleccién y fraccionamiento de extractos activos

2.1 INTRODUCCION

La inflamacién es el mecanismo fisiolédgico que opera en un ambiente restringido
para erradicar un tejido infectado o moribundo. Usualmente esta disefiado para sanar al
organismo, destruyendo intrinsecamente lo que le rodea de forma inmediata (Ahmed et
al., 1995). Durante el desarrollo de la respuesta inflamatoria, ocurre una vasodilatacion
que incrementa el flujo sanguineo que transporta el contenido celular liberado por las
células dafiadas, ademas lleva leucocitos (células inflamatorias como mastocitos,
macréfagos, linfocitos y polimorfonucleares) atraidos al area dafiada. Las células de
defensa activadas, como los macréfagos, liberan mediadores inflamatorios como el 6xido
nitrico (NO), proteinas plasmaticas, citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, TNF),
neuropéptidos, histamina, serotonina, iones de potasio, bradiquinina y metabolitos
derivados del acido araquidénico como las prostaglandinas (PG), entre otros (Rang et al.,
1991; Gallin and Snyderman, 1999). En las lesiones inflamatorias, las enzimas inducibles
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), son principalmente
responsables para la sintesis de PG y NO, respectivamente. Si la inflamacién sobrepasa
el control localizado, se genera una respuesta sistémica generalizada y las sustancias
liberadas potencian la respuesta inflamatoria activando mas células inflamatorias y
endoteliales en compartimentos vasculares remotos del sitio inicial de la inflamacién. Esta
respuesta inmune mal dirigida y sin regulacién lleva a la inflamacién generalizada del
cuerpo, coagulopatias y dafios en los tejidos. Si persiste, se logra ocasionar una
disfuncién en los érganos y eventualmente la muerte (Brenner et al., 1989; Ahmed et al.,
1995).

Los mediadores pro inflamatorios pueden ser medidos para el monitoreo de la
actividad antiinflamatoria in vivo e in vitro de medicamentos y productos naturales, para
esto, los bioensayos mas empleados son:

a) Induccién de edema plantar con carragenina al tejido subplantar de rata o ratén
como agente edematdgeno: La carragenina es un polimero aniénico linear compuesto por
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se le administr6 C. aromatisans, al siguiente 7. ahouai, al siguiente M. grandiflora y al
ultimo, Unicamente solucién salina (grupo control). El grupo control fue tomado como el
100% de inflamacién. Las particiones ACN/MeOH (3:1) y Hx se administraron en ratones
BALB/c a una dosis de 200 mg/Kg. Se formaron 8 grupos de 5 ratones c/u, de los cuales 6
grupos fueron administrados con las particiones correspondientes a cada especie y al
grupo 7 se le administré indometacina (10 mg/Kg) como control positivo. Al dltimo grupo,
Unicamente se le administrd solucion salina y fue tomado como grupo control negativo.
Los extractos y particiones fueron disueltos en solucién salina al 0.85% empleando Tween
80 al 5% para integrar las fases; una vez preparada la mezcla, ésta fue administrada a
cada grupo en un volumen de 1.5 mL en ratas y 100 uL en ratén por via oral mediante una
canula conectada a una jeringa.

2.2.4 Induccién de edema plantar con carragenina

Se midid6 la pata de cada rata y ratén con un vernier o un micrometro,
respectivamente, antes de administrar los extractos y el control. Los extractos de pruebay
el control fueron administradas por via oral y 30 minutos después de la administracion
cada ratén fue inyectado con una suspensién fresca preparada con carragenina (1 mg/25
uL) en solucién salina fisiolégica (154 nM NaCl) en el tejido subplantar de la pata trasera
izquierda, para inducir inflamacién. El edema de la pata fue medido a las 3 h después de
la induccién de la inflamacién. El valor de la media de los grupos tratados fueron
comparados con el valor de la media de un grupo control y analizado empleando métodos
estadisticos. Indometacina (10 mg/kg) fue empleado como farmaco de referencia.

2.2.5 Induccién de edema en el pabellén auricular inducido por TPA

Este ensayo fue realizado nicamente en ratones para evaluar las particiones. Se
midié la oreja derecha de cada ratdon con el micrémetro en condiciones basales (sin el
extracto y sin el agente edematégeno). Se preparé una solucion de TPA de 1,000 ug/1mL
y pasados 30 minutos de la administracién del extracto por via oral se administraron 10 pL
de la solucién de TPA por via tépica en la oreja derecha a cada animal y 3 h después se
realizé la medicion del edema.
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2.2.6.3 Viabilidad celular

Una vez retirado el sobrenadante de las células, para determinar que las propiedades
inhibitorias ejercidas por los extractos no fue debido a efectos citotdxicos se realiza la
prueba de MTT (5 mg/mL) que consistié en colocar la sal de tetrazolio en las células e
incubar por 4 h. Transcurrido este tiempo se retird el sobrenadante y se afiadié reactivo
de Sorensen y DMSO, las placas se dejaron reposar durante 10 min y se leyo la
absorbancia en un lector de placas a 570 nm.

2.2.7 Estudio toxicoldgico
2.2.7.1 Toxicidad aguda preliminar

En el caso de los extractos metandlicos totales administrados en rata, se evalué la
toxicidad aguda y el efecto ulcerativo que éstos podrian producir. El ensayo consistié en
administrar los extractos por via oral a una dosis de 500 mg/Kg/24 h durante 10 dias. El
comportamiento diario y la supervivencia del animal fueron registrados. Al finalizar los 10
dias de administracién se sacrificaron los animales, se extrajo el estémago y el duodeno
de cada uno y se observaron al estereoscopio.

2.2.7.2 Toxicidad oral aguda del extracto hexanico activo de C. aromatisans

El extracto que present6 mayor actividad en los modelos antiinflamatorios
empleados, fue evaluado en el ensayo de toxicidad oral aguda. Se formaron 3 grupos de
4 ratones cada uno, a los cuales se les administré, por la via intragastrica, dosis Unicas
del extracto que result6é activo segun lo descrito en la guia 423 de la OECD (Figura 5). El
grupo 1 fue administrado con 0.5 mL/Kg de solucién salina con Tween 80 al 5%, el grupo
2 con el extracto hexanico a una dosis de 300 mg/Kg y, finalmente, el grupo 3, el extracto
hexanico en una dosis de 2,000 mg/Kg. Los ratones fueron observados por 4 h
posteriores a la administracion poniendo especial atencién en los cambios y alteraciones
en comportamiento y pelaje. Los parametros a observar fueron: respiracién, prurito,
letargo, erizamiento del pelaje, consumo excesivo de agua, cambios en 0jos y mucosas,
alteraciones en la marcha, postura y manipulacién, somnolencia, exceso de aseo,
convulsiones, salivacién, diarrea, automutilaciéon, coma, muerte. Transcurrido este tiempo
los ratones fueron pesados diariamente y observados durante 14 dias por 1 h diaria de
manera aleatoria (Walum, 1998; OECD, 2001).

29













































Capitulo 11

Wu, S.J., Liu, P-L., Ng, L-T. (2008). Tocotrienol-rich fraction of palm oil exhibits anti-
inflammatory property by suppressing the expression of inflammatory mediators in
human monocyte cells. >l Nutr Food Res, 52, 921-929.

Zhang, G.Q., Huang, X.D., ing, H., Leung, AK., Chan. C.L., Fong, DW, Yu, ZL.
(¢ 18). Anti-inflammatory and analgesic effects of the ethanol extract of Rosa
multiflora Thunb. hips. J Ethnopharmacol, 118, 290-294.

44






















































Capitulo 111

3.3.6 Determinacién de TNF-a, IL-1B, IL-6 y COX-2 por qRT-PCR

En la Figura 10 y el Cuadro 11 se muestran los indices de relatividad para las
citocinas TNF-qa, IL-1B, IL-6 y  en__1a COX-2. En esta evaluacién se observa que la
expresion de ARNm convertido en ADNc fue menor en el extracto Hx a 100 pg/mL en
presencia del estimulo ocasionado por LPS. Por este motivo, se realizé una evaluacion a
una dosis menor de extracto (50 pg/mL), la cual fue Unicamente activa para IL-1p.

Este extracto previamente fue fraccionado y sus siete fracciones fueron evaluadas
a la misma dosis de 50 ug/n conlo e se encontré que las fracciones C, E 'y F son las
mas activas, siendo C la fraccién q  presento mayor inhibicién de la expresion de la
enzima COX-2.

En todos los casos, C fue 1 fraccibn mas activa. A pesar de que en la
de minacién de TNF-a __. el método de ELISA muestra una gran disminucién de la
liberacion de este mediador al mer  ocasionada por el extracto Hx, el analisis de PCR
muestra qt  a nivel de expresién del ARNm, la fraccién C si posee una diferencia
significativa con respecto al extracto Hx, obteniéndose una disminucién mayor ocasionada
por C que por el extracto Hx.

F este motivo, C es la fraccién considerada para posteriores analisis y la
identificacién de los principales componentes quimicos.
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de disminuir o inhibir los procesos flamatorios. Estos mecanismos evaluados explican
los resultados obtenidos en los experimentos in vivo con el ensayo de carragenina, donde

disminucién de la inflamacion fue superior al 80%. C. aromatisans es una planta
potencial para la  iboraciéon de medicamentos ar 1flamatorios y tal vez con otros fines
relacionados a la disminucién de TNF-a, como por ejemplo, algun efecto anticancerigeno,
y como actia a nivel de la zima 0OX-2 es muy probable que tenga a su vez efecto
analgésico.

C. aromatisans es una planta utilizada en la medicina tradicional para el
tratamiento de la inflamacién y algL s sintomas causados por la artritis reumatoide, que
ha sido empleada a través :los ¢ s por las comunidades Mayas de la peninsula de
Yucatan, esta investigacion valida el uso tradicional que se le da a esta planta.
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