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RESUMEN

El incremento en la ingesta de grasas, aunado a diversos factores como el
sedentarismo y la predisposicién genética, generan una acumulacién de lipidos en
el tejido adiposo (TA), que ocasionan el incremento de la concentracion circulante
de colesterol y triglicéridos, los cuales interfieren con la sefializacién del receptor
de insulina en las células, provocando una resistencia a la insulina y un incremento
en la concentracion de glucosa que puede llevar a Diabetes mellitus tipo Il (DM-II).
Recientes estudios han demostrado que el factor inductor de las alteraciones
metabdlicas inicia en el tejido adiposo, a través de su capacidad secretora de
proteinas metabolicamente activas llamadas adipocinas (AD). Estas proteinas
participan activamente en la regulacion de la inflamacién crénica (IC) generada en
respuesta a la obesidad. Tal IC se caracteriza por una produccién excesiva de AD
y citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-18 e IL-6, y que son responsables en parte
de la generacion de la resistencia a la insulina, aunada con una disminucién en la
secrecion de AD anti-inflamatorias como la adiponectina, la cual interactia con la
sefalizacion de la insulina favoreciendo la recepcion de la insulina, evitando asi la
generacion de DM-II.

De acuerdo con lo anterior, es evidente la relacion que existe entre la presencia del
proceso inflamatorio del TA, derivado de la obesidad, y la resistencia a la insulina
precursora de la induccion de DM-II.

En nuestro pais, la DM-II es un problema de salud publica alarmante, y dia a dia
se ve incrementada la incidencia de la enfermedad, incluso en las poblaciones
indigenas. En estas ultimas, el problema méas acentuado en el incremento de
casos se debe principalmente a la falta de prevencion y diagnostico temprano, asi
como a lo costoso de su tratamiento. Es por ello que el uso la medicina tradicional
en las comunidades indigenas es una practica frecuente para contrarrestar sus
problemas de salud. De acuerdo con lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo
principal identificar a través de una exploracion etnobotanica plantas con
propiedades antiinflamatorias de la region xi‘iuy de La Palma en el municipio de
Rayon de San Luis Potosi dentro de la Sierra Madre Oriental, con la finalidad de
seleccionar a dos especies potenciales y de mayor uso en la comunidad indigena
para ser valoradas experimentalmente, a través de un modelo de inflamacién
aguda, ademas, la especie de mayor efecto antiinflamatorio se valoré sobre un
modelo de inflamacién cronica derivado de una dieta rica en grasas.

Las especies que se seleccionaron con base en la exploracion etnobotéanica
fueron: Calea urticifolia (Mill.) DC. y Hamelia patens Jacq. Se realiz6 la valoracion
del efecto anti-inflamatorio en un modelo in vivo de inflamacién aguda y su
capacidad inhibitoria sobre la secrecion de citocinas proinflamatorias (CP). Se
evalud en extracto etandlico la dosis tradicional y el doble de esta, ajustadas a un
periodo equivalente a 90 dias de tratamiento. Ambos extractos mostraron un efecto
sobre la inhibicion de la secrecion de CP, siendo el extracto de C. urticifolia en
dosis de 0.088 mg/kg considerado para la evaluacion de su efecto sobre la
secrecion de CP y de adiponectina en modelo in vivo de inflamacion crénica
derivado de una dieta rica en grasas. Los tratamientos se administraron
diariamente (via i.g), a partir con los 80 dias de exposicion con la dieta hasta un
periodo de 140 dias. De acuerdo con los resultados el extracto mostro la
capacidad de disminuir la concentracion de glucosa, colesterol total y triglicéridos.
Asi como también disminuyé la secrecion de AD proinflamatorias TNF-a e IL-1B3, e
indujo un aumento en la secrecion de adiponectina en los grupos alimentados con
la dieta rica en grasas.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo Il (DM-II) se caracteriza por hiperglucemia y alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas; dichas anormalidades estan
relacionadas con la deficiencia absoluta o relativa de la accion o de la secrecion de la
insulina (ADA, 2002), asi como a un estado de obesidad y al estilo de vida actual.

Estudios sobre la patologia de DM-II han revelado que el mecanismo por el cual se genera
la resistencia a la insulina, esta asociado con la generacion de un proceso inflamatorio en
el tejido adiposo (TA). El incremento en la ingesta de grasas, aunado a diversos factores
como el sedentarismo y la predisposicion genética, ocasionan una acumulacion de lipidos
en el TA. El proceso inflamatorio ocurre en el TA debido a la secrecion de citocinas
proinflamatorias (CP) por parte de los adipocitos, asi como por la infiltracion de macréfagos
hacia el TA. Las CP interfieren con la sefalizacion del receptor de insulina en las células,
generando resistencia a la insulina en los tejidos sensibles a la acciéon de esta hormona
(Joussen et al., 2002; Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003; Sdnchez-Mufioz et al., 2005;
Bastarrachea et al., 2007; Hoareau et al., 2010).

Sin embargo, se ha encontrado una relacion inversa entre la secrecion de CP y de
adiponectina (adipocina secretada por el TA, con efecto anti-inflamatorio), lo que hace que
la concentracion de adiponectina sirva como indicador para la prevencion de la resistencia
a la insulina, y por ende, de DM-Il (Musri, 2004; Dominguez, 2007; Antuna-Puente et al.,
2008; Elissondo et al., 2008; Tilg y Moschen, 2008). Por lo tanto, lo anterior se dirige a que
una respuesta inmunoldgica e inflamacion sistémica pueden subyacer al desarrollo del
sindrome de la resistencia a la insulina y como consecuencia a la DM-II. Por lo que es
relevante llevar a cabo estudios e investigacion sobre alternativas medicinales
encaminadas a la prevencion de la resistencia a la insulina.

En México la DM-II ocupa el primer lugar como causa de muerte desde el afio 2000 (SSA,
2005); en parte, esto se debe al cambio en el estilo de vida, a la carencia de elementos
basicos de tratamiento, a la falta de medidas adecuadas de prevencion y a lo costoso de
su tratamiento; siendo este Ultimo considerado como uno de los factores responsables mas
importantes del aumento de individuos enfermos con diabetes en los paises en desarrollo
(ADA, 2002).

Actualmente existen alternativas terapéuticas para el control de la DM-Il como los
hipoglucemiantes sintéticos, sin embargo estos no estan exentos de provocar efectos
secundarios al paciente diabético.

Por ello, en la actualidad se ha incrementado el uso de la medicina tradicional como un
recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en desarrollo (Bermudez et al.,
2005). La utilizacion de plantas como agentes terapéuticos se ha mantenido a lo largo del
tiempo en nuestro pais como una actividad fundamental, producto de la interaccion y
adaptacion al medio a través del tiempo de los grupos étnicos (Estrada, 1989; Carrillo -
Rosario y Moreno, 2006).



2. JUSTIFICACION

La DM-II es una enfermedad cronica degenerativa, que desde el afio 2000 ha sido
considerada como la principal causa de mortalidad en nuestro pais. Actualmente existe
una amplia gama de alternativas vinculadas al control de ésta patologia, con la finalidad de
proporcionar al paciente diabético una mejor calidad de vida. Sin embargo, a pesar de que
representan una gran valia, en ocasiones no estan al alcance de la poblaciéon en general,
debido a que los tratamientos son muy costosos y de dificil acceso. De acuerdo con esto,
la medicina tradicional ha sido considerada una alternativa para el tratamiento de esta
enfermedad en los paises en desarrollo como el nuestro.

En México existe una amplia diversidad de plantas utilizadas para el control de la
hiperglucemia; sin embargo, sélo algunas de ellas han sido evaluadas farmacol6gicamente
con la finalidad de corroborar el conocimiento tradicional indigena, asegurar su uso y
reconocer posibles fuentes naturales potenciales para el tratamiento de DM-Il. Los
resultados que arrojan estos estudios, se han dirigido hacia la reducciébn de la
concentracion de glucosa en sangre, sin embargo a pesar de la valia de estos estudios,
adolecen de estrategias farmacolégicas encaminadas a la prevencion de la generacion de
la enfermedad; la cual inicia a través de una resistencia a la insulina en las células; tal
resistencia se puede generar a traves del desarrollo de un proceso inflamatorio en el tejido
adiposo, caracterizado por el aumento en la secrecion de citocinas como TNF-a, y la
disminucién de la secrecion de adipocinas como la adiponectina.

Por lo que se justifica la busqueda e investigacion de especies vegetales empleadas en
medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades relacionadas con procesos
inflamatorios, capaces de prevenir la resistencia a la insulina a través de la modulacién del
proceso inflamatorio que se desarrolla en el tejido adiposo; y de esta forma contribuir en la
busqueda de alternativas naturales para la prevencion y/o tratamiento de la DM-II, asi
como preservar los conocimientos sobre medicina tradicional, logrando asi el resguardo de
tradiciones que han pasado de generacion en generacion y que han sido amenazadas por
la interaccion de la vida moderna y la degradacion de los recursos naturales.

3. HIPOTESIS

Las comunidades de la region xiliuy de La Palma, Rayon, S.L.P. emplean especies
vegetales en medicina tradicional, para tratar la DM-Il y padecimientos relacionados con
procesos inflamatorios. Una exploracién etnobotanica en dicha region permite la seleccion
de las especies con efecto anti-inflamatorio mas relevantes utilizadas por la poblacion,
susceptibles de estudios posteriores para la corroboracion de su efecto farmacologico.

El extracto de las especies vegetales mas importantes para la region xi’iuy de La Palma
tiene efecto anti-inflamatorio a través de la inhibicibn de la secrecion de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1( e IL-6).



El extracto vegetal de la especie con mayor efecto anti-inflamatorio tiene la capacidad de
modular la inflamacion inducida por la ingesta de una dieta rica en grasas, mediante la
inhibicion de las citocinas proinflamatorias y de la induccion de la secrecion de
adiponectina.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Identificar y seleccionar especies vegetales empleadas en la region xi‘iuy de La Palma
para el tratamiento de DM-II y padecimientos relacionados con procesos inflamatorios,
para valorar su capacidad inhibitoria sobre las citocinas proinflamatorias responsables de
la induccidn de la resistencia a la insulina.

4.2 Objetivos especificos

e Realizar una exploracion etnobotanica en la regién xi‘'iuy de La Palma, para
identificar y seleccionar dos especies vegetales de mayor uso, para el tratamiento
de DM-II y de padecimientos relacionados con procesos inflamatorios, mediante
entrevistas en las comunidades con personas conocedoras del empleo de medicina
tradicional.

e Valorar el efecto anti-inflamatorio de las dos especies vegetales seleccionadas, a
través de un modelo de inflamacion aguda y la secrecién de citocinas
proinflamatorias, para determinar la especie con mayor efecto anti-inflamatorio.

e Valorar el efecto de la especie seleccionada sobre la secreciébn de citocinas
proinflamatorias y de adiponectina, en un modelo de inflamacion crénica derivado de
una dieta rica en grasas.

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Esta parte se dividié en un trabajo de exploracidén y dos experimentos, que seran descritos
a detalle en formato articulo.

Trabajo de exploracion. EXPLORACION ETNOBOTANICA DE ESPECIES VEGETALES
CON PROPIEDADES ANTI-INFLAMATORIAS DE LA REGION xi’iuy DE LA PALMA,
MUNICIPIO DE RAYON SAN LUIS POTOSI.

Experimento 1. VALORACION DEL EFECTO ANTI-INFLAMATORIO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Calea urticifolia (Mill.) DC.y Hamelia patens Jacq.

Experimento 2. EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Calea urticifolia (Mill.) DC.
SOBRE LA SECRECION DE ADIPONECTINA EN RATAS MACHO WISTAR
SOMETIDAS A UNA DIETA RICA EN GRASAS.



5.1. TRABAJO DE EXPLORACION

EXPLORACION ETNOBOTANICA DE ESPECIES VEGETALES CON PROPIEDADES
ANTI-INFLAMATORIAS DE LA REGION xi’iuy DE LA PALMA, MUNICIPIO DE RAYON
SAN LUIS POTOSI

Guzman Guzman, P.1; E. Garcia-Chavez?; J. Fortanelli M.?; A. Covarrubias C2.; A.
Zermefio M.?
'Programa Multidisciplinario de Posgrado en Ciencias Ambientales. UASLP.
%|nstituto de Investigacién de Zonas Desérticas. UASLP.
RESUMEN

Los problemas de salud y de acceso a los medicamentos de patente por las poblaciones
mas desfavorecidas, han mantenido en un nivel alto de importancia a la medicina
tradicional, en especial la referente al uso y manejo de plantas medicinales. México es un
pais que cuenta con un conocimiento amplio sobre el uso de plantas medicinales, en
particular el efectuado por los grupos indigenas del pais. En el estado de San Luis Potosi,
la etnia xi’iuy tiene por tradicién el empleo de plantas para curar diversas enfermedades,
entre ellas la diabetes mellitus tipo Il (DM-Il) y otras relacionadas con procesos
inflamatorios. Se llevé a cabo la exploracion etnobotanica en dos comunidades de la
region xi’iuy, Vicente Guerrero y Potrero del Carnero, con el objetivo de seleccionar dos
especies vegetales con propiedades anti-inflamatorias bajo los criterios de mayor nimero
de usos medicinales, mayor frecuencia de mencién por parte de los informantes y menor
informacion bibliogréfica sobre la evaluacion farmacoldgica de sus efectos; de acuerdo con
la metodologia empleada se eligieron las especies Hamelia patens Jacq. y Calea urticifolia
(Mill.) DC. por su relevancia en las comunidades de estudio para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios, y para la subsecuente valoracion
experimental de su efecto anti-inflamatorio.

1. INTRODUCCION

La utilizacion de plantas como agentes terapéuticos se ha mantenido a lo largo del tiempo
en nuestro pais como una actividad fundamental, producto de la interaccién y adaptacion al
medio, a través del tiempo, de los grupos étnicos (Estrada, 1989; Carrillo - Rosario y
Moreno, 2006).

Se estima que en México hay aproximadamente unas 35,000 especies vegetales, de las
cuales se considera que el 50% tienen propiedades medicinales (Mendoza et al., 2002). De
acuerdo con esto, las plantas han constituido un recurso valioso en los sistemas de salud
en nuestro pais; se estima que 46 millones de personas utilizan plantas medicinales como
alternativa terapéutica, y que los principales usuarios y conocedores de este recurso
medicinal son los grupos étnicos (Estrada, 1986; Mendoza et al., 2002).

San Luis Potosi ocupa el 7° lugar en el pais respecto al nimero de hablantes de lengua
indigena; ellos representan el 10% de la poblacion del Estado, y se dividen en 3 grupos
étnicos tének, nahuatl y xi’iuy. Este ultimo es parte de los 17 grupos étnicos con menor
poblacién absoluta en la republica mexicana y son asi mismo, minoria respecto de los



Nahuatl y los Téneks con quienes comparten el actual suelo potosino (Comunidades
indigenas, 2008).

La zona xiiuy se encuentra dividida en cuatro nucleos, de sur a norte (Chemin, 1984):
Regién de Santa Maria Acapulco; Region de La Palma; Region de Alaquines y Region de
Ciudad del Maiz. De tales localidades, es Santa Maria Acapulco la que ha sido
ampliamente investigada debido a que es considerada centro ceremonial e histérico de los
xi’iuy (Chemin, 1994). Por otra parte, actualmente se ha dirigido una intensa investigacion
de plantas con usos alimentarios en la region Tamasopo-Rayon, en la comunidad de Las
Guapas, la cual corresponde a una de las localidades mas representativa en el nimero de
habitantes de éste grupo étnico (Carbajal, 2008).

Dentro de las tradiciones de los xi‘iuy, se encuentra el empleo de plantas medicinales para
curar enfermedades y realizar rituales religiosos, conocimiento que se ha heredado por
generaciones. Para este grupo étnico, las plantas tienen “poderes magicos o
sobrenaturales”; en particular, en la region Tamasopo-Rayén o La Palma, se piensa que
“‘Dios ha dado plantas a los hombres y por lo mismo éstas pueden considerarse como
‘diositos’ ” (Chemin, 1984); por lo que el empleo de plantas para conservar la salud resulta
una practica culturalmente importante para las comunidades.

El uso de las plantas medicinales como alternativa terapéutica tiene auge a nivel mundial
en la actualidad; esto se refleja en la cantidad de estudios enfocados a reconocer la
efectividad de las plantas empleadas por diversos grupos indigenas (Llorach et al., 2007;
Bermudez et al., 2005). De acuerdo con esto, se ha hecho necesario realizar estudios
etnobotanicos que permitan la seleccion de especies vegetales para llevar a cabo las
evaluaciones quimicas y farmacolédgicas de los efectos terapéuticos reconocidos por la
poblacion (Bermudez et al., 2005).

Dentro de la medicina tradicional, destaca el empleo de plantas con efectos anti-
inflamatorios para tratar padecimientos gastrointestinales, enfermedades respiratorias y
golpes, entre otros. Sin embargo, cabe destacar estudios recientes sobre diabetes
mellitus (DM-I1), en donde se ha reconocido una asociacion entre la generacion de un
proceso inflamatorio y la resistencia a la insulina responsable, en parte, de la generacién
de la DM-II (Lozano, 2002; Krakof et al., 2003; Recasens et al., 2004; Téllez, 2005;
Dominguez et al., 2007). Enfermedad que de acuerdo con la Secretaria de Salud (SSA
2005), ocupa el primer lugar de causa de mortalidad en el pais desde el afio 2000, y su
incidencia sigue en aumento constante, incluso en los pueblos indigenas (Van der Sande
et al., 2001). De acuerdo con estos antecedentes y con base en el conocimiento sobre el
empleo de plantas medicinales para tratar distintas enfermedades por las comunidades
indigenas, se procedio a realizar una exploracion etnobotanica en la regién xi‘iuy de La
Palma, que permitiera la identificacion y seleccion, dentro de un conjunto de plantas
relacionadas con los procesos inflamatorios, de especies vegetales con mayor relevancia
etnobotanica y menos estudiadas farmacolégicamente. Por lo tanto, debido a
circunstancias econdmicas y de tiempo, solo fue factible la seleccion de dos especies para
su estudio.



2. METODOLOGIA
2.1 Area de estudio.

Este trabajo se centr6 en la region xi’iuy de La Palma, que abarca parte del sudoeste del
municipio de Tamasopo y parte del este del municipio de Rayo6n, S. L. P., con una
superficie aproximada de 34,780 ha. La vegetacion varia desde selvas bajas y medianas
con clima célido subhumedo, en el municipio de Tamasopo, hasta encinares y bosques de
niebla en clima semicalido subhiumedo en las partes mas elevadas de la region (Chemin,
1984; Fortanelli, com. pers., 2010). Las partes mas secas del ejido La Palma corresponden
a matorral submontano, ecotonos de selva baja caducifolia y bosque de encino (Castillo et
al., 2009; Torres, 2010), regidon en la que se encuentra la comunidad de Vicente Guerrero.

2.2 Seleccion de las comunidades.

Las comunidades del municipio de Tamasopo en la region de La Palma son: El Sabinito de
Orozco, El Sabinito de Tepehual, El Sabinito Quemado, La Mesa Colorada, La Manzanilla,
Agua Puerca, El Carrizo, Rincon de Ramirez, El Huizachal, Tierritas Blancas, El Nogalito,
El Cafion de la Virgen, Copalillos, Cuesta Blanca, Laguna de Gomez, Cebadilla, Pozo del
Salz, ElI Tanque de Borrego, La Mojonera, Puerto Verde, Los Cuates, El Zacate,
Verastegui, El Carrizalito Trompetero, y La Lagunita del Omal (o Lagunita de San Nicolas
de los Montes). Las comunidades del municipio de Rayon pertenecientes a la region de La
Palma son: Gamotes, La Chicharilla, El Sabinito Caballete, El Piruche, Vicente Guerrero, El
Epazote, Tierras Coloradas, Las Canoas, La Nueva Reforma y Las Guapas (INEGI, 2005).

Para seleccionar las comunidades de estudio, se acudié a la Secretaria de Salud del
Estado y a la coordinacion estatal del programa IMSS — Oportunidades, para identificar, a
través de los registros estadisticos anuales de 2006 hasta 2008 a las poblaciones con
mayor frecuencia de padecimientos relacionados con DM, obesidad e inflamacion,
correspondientes a la region de La Palma.

2.3 Seleccién de los informantes.

Esta se realiz6 por muestreo de juicio (Aguirre, 1979); se seleccionaron informantes
reconocidos por la poblacién por su conocimiento sobre plantas medicinales o por su
funcién social como curanderos, parteras o médicos tradicionales.

2.4 Exploracién del conocimiento tradicional.

Se optd por realizar entrevistas dirigidas al hecho concreto (Aguirre, 1979), ya que
permiten mayor profundizacion sobre los temas investigados. El proceso de las entrevistas
se dividio en dos etapas. En la primera, las entrevistas se enfocaron a reconocer las
plantas que los informantes empleaban para curar las enfermedades de interés; es decir,
se realizaron preguntas como: ¢qué plantas se utilizan para curar las enfermedades
comunes de la region? A través de esto se obtuvo informacion de los nombres comunes de
las plantas, el tipo de enfermedades que se tratan con medicina tradicional, la descripcion
de cada planta, sus usos generales y el lugar o lugares de recolecta.



En la segunda etapa, las entrevistas fueron dirigidas a obtener informacién mas especifica
sobre las plantas de interés; asi, la entrevista se dirigi6 inicialmente al uso de las plantas
potenciales, de forma que se ratificara la informacion obtenida en las entrevistas
anteriores. Luego se procedié a obtener de forma mas detallada la preparacion de los
remedios, y el manejo, uso, posologia y preparacion del tratamiento. Para esto ultimo, se
pidio a las informantes que prepararan €l o los remedios que conocian sobre las plantas de
interés; de esta forma, se registraron con precision datos como las partes usadas de la
planta, cantidades, tiempos de coccion y de reposo, la duracion del tratamiento, y, en su
caso el nombre xi’iuy.

2.5 Recolecta e identificacion de las especies.

La recolecta de las especies se llevd a cabo en compafiia de las informantes, las cuales
indicaron los lugares donde recolectaban usualmente las plantas ya fuese en el poblado o
sus alrededores, 0 bien en sus solares. Esta recolecta se llevé a cabo durante las diversas
visitas a las comunidades, entre julio 2008 y marzo 2009. Los ejemplares vegetales
recolectados se llevaron al herbario “Isidro Palacios” del Instituto de Investigacion de Zonas
Desérticas de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, para que fueran identificados
por el taxbnomo José Garcia Pérez, curador del herbario.

2.6 Seleccion de las especies.

De la exploracion preliminar sobre el uso de las plantas medicinales, se obtuvo informacion
sobre su aprovechamiento en el tratamiento de diversas enfermedades como diabetes,
enfermedades gastrointestinales, respiratorias, renales, urinarias y cardiovasculares, asi
como contusiones, entre otras. En esta fase también se obtuvieron los nombres comunes
de las plantas en castellano y ocasionalmente en xi’iuy. Posteriormente se llevo a cabo una
seleccion mas dirigida de especies vegetales, en este caso, de aquellas empleadas en el
tratamiento de procesos inflamatorios y de la DM-Il. Los criterios aplicados en la
identificacion de las especies potenciales fueron:

1. Plantas con mayor numero de usos medicinales, relacionados con DM y procesos
inflamatorios.

2. Plantas con mayor frecuencia de uso por parte de los informantes.

3. Plantas con menor informacién bibliografica sobre la evaluacion de efectos
farmacoldgicos y/o usos medicinales reportados.

Una vez que se dispuso de esta informacion se eligieron aquellas plantas que fueron
mencionadas por las informantes con mayor frecuencia en las enfermedades de interés, y
ademas tuvieran un mayor niumero de usos para estas enfermedades (Andrade-Cetto y
Wiedenfeld, 2004; Bermudez et al., 2005; Hernandez et al., 2005); lo que sirvid6 como
referencia para la seleccion de las dos especies relevantes para su estudio.



3. RESULTADOS
3.1 Seleccidon de las comunidades.

Se identificaron las comunidades potenciales por la presencia de poblaciones con mayor
frecuencia de padecimientos relacionados con DM-Il, obesidad e inflamacion; la
informacion estadistica de las organizaciones de salud se corrobor6 con el personal de las
respectivas unidades médicas rurales de la zona (ubicadas en Vicente Guerrero y en La
Palma), asi como con la poblacién en general.

De acuerdo con los datos de las unidades médicas rurales de la region de La Palma, las
enfermedades con mayor numero de casos, en orden decreciente son: conjuntivitis,
diabetes mellitus tipo I, gingivitis y enfermedades periodentales, otitis media aguda,
Ulceras, gastritis, duodenitis y vaginitis aguda; el mayor nimero de casos se registro en las
comunidades de Vicente Guerrero, Potrero del Carnero, Cuesta Blanca y La Palma. Tales
comunidades se eligieron con base en los siguientes criterios:

1. Contar con poblacion diabética, de acuerdo con la informacion del centro de salud
correspondiente.

2. Tener antecedentes del conocimiento y manejo de plantas medicinales en la
comunidad, ya sea por curanderos, parteras o por la poblacion en general.

3. Contar preferentemente con poblacién indigena xi’iuy y mestiza.

4. Disponibilidad de la poblacion para participar en el proyecto.

Con base en estos criterios, las comunidades seleccionadas fueron Vicente Guerrero y
Potrero del Carnero.

3.2 Seleccién de los informantes.

En la comunidad de Vicente Guerrero, siguiendo el muestreo de juicio ya sefialado, se
eligio a dos informantes, la Sra. Lidia Hernandez Aguilar, de 46 afos de edad, y la Sra.
Antonia Castillo Resendiz, de 60 afios. Son personas con quien la poblacién suele acudir
en busca de remedios tradicionales; sin embargo, ellas no se consideran curanderas. La
sefiora Lidia aprendié de su mama, quien tampoco se decia curandera, pero tenia
conocimiento sobre el uso de algunas plantas para tratar las enfermedades mas comunes.
La sefiora Antonia aprendidé a curar de su hermano, quien si era curandero y, a su vez,
habia aprendido de un curandero de Las Guapas.

En la comunidad de Potrero del Carnero, se eligieron tres informantes. La Sra. Simona
Sifuentes Castillo, de 48 aflos de edad, quien es asistente rural de la comunidad y se
mantiene frecuentemente en contacto con el programa IMSS — Oportunidades para el uso
de la medicina tradicional, por lo que tiene conocimiento sobre el uso de plantas
medicinales; la Sra. Francisca Alvarez, de 77 afios, quien ha ido aprendiendo sobre
plantas medicinales por experiencias propias 0 por conocimientos compartidos con un
familiar; y la Sra. Elodia Alvarez (1), de 70 afios de edad, quien a su vez adquirié el
conocimiento sobre plantas medicinales por experiencias propias y con familiares.



3.3 Exploracién del conocimiento tradicional.

De la exploracion etnobotanica de plantas medicinales realizada a la poblacién en general
en la zona de estudio, se obtuvo una lista de 59 plantas, con sus nombres comunes,
utilizadas para distintas enfermedades, de las cuales se mencionaron 22 con utilidad en
mas de un padecimiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Nombres comunes de plantas empleadas para distintas enfermedades en las
comunidades de Vicente Guerrero y Potrero del Carnero.

ENFERMEDAD | PLANTAS UTILIZADAS®

Dolor de Estafiate, prodigiosa, epazote, gobernadora, negro, aquiche

estbmago

Dolor en Ruda, negrito, hierba del golpe

general

Dolor de Orejona, higron, chilcuague, ajo, tepame, amor detras de la

muelas puerta

Dolor de Negrito

cabeza

Dolor de Hierbabuena

huesos

Inflamacion Sabila, hierba del golpe, balsamo, negro, ruda, hierba del
cancer, romero

Gastritis Ceiba, cascara sagrada, negrito, sabila

Golpes Sabila, arnica, hierba del golpe, maduraplatano, cuachalala

Fracturas Sacasil

Cortaduras Hierba del toro, hierba de la golondrina, arnica

Diabetes Negrito, alpiste, sabila, nopal, nispero, gobernadora,

mellitus lantrisco, cuachalald, berro, maduraplatano, palo amole,
cascara sagrada

Hipertension Negrito, alpiste, palo amole, maduraplatano, limén

Diarrea Real de oro, negrito, estafiate, epazote, prodigiosa

Vémito Menta, aguacate, real de oro, manzanilla

Gripa Hierbabuena, limon

Tos Chayote, lino, bugambilia anaranjada, quiche o guasima,
bugambilia morada, orégano

Pulmonia Ruda

Calentura Perejil

Resfriado Aquiche

Empacho Negro

Rifiones Hierba del burro, cola de caballo, vara dulce, elote, pifia

Nervios Azahar, limon, tila

Vista Manzanilla, nispero, siempreviva

Oidos Rosa de castilla, albahaca

Céncer Ruda, cancerina, romero

Quemaduras Platanillo

Erisipela Hierba del nifio




Cdlicos de Durazno

bebés

Desparasitante | Sauco

Abortar Ruda

Bilis Negro

Granos en la Rosa de castilla
boca

Hemorroides Paixtle

Mordedura de Floripondio, carrizo
serpiente

Arrojar placenta | Aquiche, cocolmeca
! Se consignan sélo nombres comunes debido a que fue informacién obtenida
de entrevistas, no de recolecta.

3.4 Seleccion de las especies.

De este conjunto (Cuadro 1), se seleccionaron aquellas plantas relacionadas con la DM,
contusiones y gastritis, por su asociacién con procesos inflamatorios (esto, con la finalidad
de ir acotando la informacion obtenida para detallarla en posteriores entrevistas); con esto,
el numero se redujo a una lista de 13 plantas (Cuadro 2). Para éste grupo se conjunto
informacion mas detallada para cada especie y se procedi6é a su identificacion taxonémica,
y posteriormente a la descripcion de la preparacion del tratamiento o “remedio” indicado
por las informantes (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Tratamientos y usos medicinales de plantas con propiedades anti-inflamatorias e
hipoglucemiantes.

ESPECIE NOMBRE COMUN | PARTES USADAS | OTROS PRODUCTOS | POSOLOGIA | ADMINISTRACION | USOS MEDICINALES
Acalyph is Poepp & _ , _ Hamelia pat ., Oral y topi Inflamacid
calypha arvensis Poepp Hierba del céncer | Hojas y tallos a@e ia patens Infusion ra y .op|ca nflamacion '
Endl. (hojas); sal Topica Lavado de heridas
Aloe Barbadensis Mill. ) Diabetes mellitus
Licuado Oral —
Gastritis
Sabila Hojas Inflamacion
Asado Topica Contusiones
Quemaduras
Calea urticifolia (Mill.) DC. Diabetes mellitus
Hierba del negro, , ., Gastrits -
) Hojas Infusion Oral Dolor de estdmago
negrito, negro —
Vomito
Diarrea
Colubrina elliptica (SW) Briz.
ptica (SW) Palo amole Corteza Infusion Oral Diabetes mellitus
& W.L Stern
Eriobotrya japonica (Thunb.) Persea americana y Diabetes mellitus
Lindl. Nispero Hojas Psidium guojava Infusion Oral o
(Hojas) Vision
Eupatorium sp. Amargosa Hojas Infusion Oral Diabetes mellitus
inea Pursh A i Infusid Contusi
Gaura coccinea Purs Hierba del golpe Hojas rroz cocido n u5|on. y Oraly topica ontusiones
maceracion Torceduras
Hamelia patens Jaca. Infusion Oral Diabetes mellitus
Maduraplitano Hojas Salmfaascandens ) N In.flarn.auc.)rw
(Hojas y tallos) Decoccion Topica Cicatrizacion
Contusiones
Larrea tridentata Gobernadora Hojas y tallos Infusion Oral Diabetes mellitus
Oenothera rosea L'Her. Ex
Aiton Hierba del golpe | Hojasy tallos Decoccion Tépica Contusiones
Salmea scandens (L.) DC. Arnica Hojas y tallos Decoccion Topica Contusiones
Stevia rhombifolia Kunth. Contusiones
Hierba del burro | Hojasy tallos Decoccion Topica Torceduras
Irritacion
Tabebuia roseae (Bertol.) DC. | Cuachalala, Palo de . ,
osa Corteza Decoccion Oral Contusiones

Del total de las 13 especies, Hamelia patens Jacq., fue la Unica con uso ornamental, las
demas especies son exclusivamente de uso medicinal.

Los resultados obtenidos sobre la preparacion de los tratamientos, mostraron que el 46.7%
se preparan en forma de infusion, el 33.3% como decoccion, y el 20% como licuado o
maceracion; con respecto a la parte vegetal empleada para preparar el tratamiento el
46.2% esta hecho a base de hojas (los remedios se preparan con las hojas frescas, sin
embargo, los informantes aclaran que también se pueden preparar con las hojas secas,
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pero debe tenerse cuidado de poner a secar las hojas a la sombra y no al sol, pues éste
anula las propiedades curativas de las plantas), el 38.5% emplea hojas y tallos, y el 15.4%
emplea la corteza.

En relacion con la via de administracion, la oral es la mas frecuente (50%), seguida de la
topica (37.5%) y la combinacion de ambas (12.5%).

El Cuadro 3 muestra la frecuencia de uso y de mencion de las 13 especies seleccionadas,
asi como los usos medicinales que las informantes atribuyeron a cada una de las especies.
Las informantes mencionaron nueve usos medicinales diferentes para estas especies, y el
total de menciones fue de 61 veces.

Cuadro 3. Frecuencia de uso y de mencion de las especies seleccionadas.

NUMERO DE USOS MENCION
ESPECIE USOS MENCIONADOS
Frec. Frec. Frec. Frec.
Absoluta Relativa Absoluta Relativa
Acalypha arvensis
Poepp & Endl.. Anti-inflamatorio, cicatrizante 2 22.2 4 6.5
Aloe barbadensis Mill. Hipoglucemiante, anti-
inflamatorio, anti-hipertensivo,
cicatrizante, para tratar 6 66.7 15 24.6
distension abdominal y
gastritis

Calea urticifolia (Mill.)

DC. Hipoglucemiante, anti

diarreico, anti vomitivo, para 4 44.4 11 18.0
tratar distension abdominal,
gastritis y empacho, asi como
estimulante del apetito.
Hipoglucemiante

Colubrina elliptica (SW)

Briz. & W.L. Stern 1 111 3 4.9
Eriobotrya japonica Hipoglucemiante, mejorador

(Thunb.) Lind. de la vision 2 222 4 6.5
Eupatorium sp. ) )

P P Hipoglucemiante 1 11.1 1 16
Gaura coccinea Pursh. | Anti-inflamatorio 1 111 2 33
Hamelia patens Jacq.

Hipoglucemiante, cicatrizante,
anti-inflamatorio, anti- 5 55.5 10 16.4
hipertensivo y para tratar
distension abdominal.
Larrea tridentata
Hipoglucemiante 1 11.1 1 16
Oenothera rosea L'Her.
Ex Aiton Anti-inflamatorio 1 11 4 6.5
Salmea scandens (L.)
DC. Anti-inflamatorio, cicatrizante 2 222 4 6.5
Stevia rhombifolia
Kunth. Anti-inflamatorio 1 111 1 14
Tabebuia roseae 1 111 1 16

(Bertol.) DC

Anti-inflamatorio

Del total de padecimientos que se tratan con estas 13 especies, Aloe barbadensis se
emplea en el 66.7% de los casos, Hamelia patens en el 55.5% y Calea urticifolia en el
44.4%. Aloe barbadensis fue la especie que se mencion6é con mayor frecuencia (24.6%)
por los informantes, seguida de Calea urticifolia (18.0%) y de Hamelia patens (16.4%).

Para el tratamiento de DM, se mencionaron las especies Eupatorium sp., Larrea tridentata,
Hamelia patens, Calea urticifolia, Eriobrotrya japonica, Colubrina elliptica y Aloe
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barbadensis; para el tratamiento de contusiones e inflamaciéon se emplean las especies
Salmea scandens, Tabebuia roseae, Stevia rhombifolia, Acalypha spp., Oenothera rosea,
Hamelia patens y Aloe barbadensis; y para el tratamiento de gastritis se usan las especies
Calea urticifolia y Aloe barbadensis.

De acuerdo con los resultados anteriores se seleccionaron aquellas especies que cuentan
con un mayor numero de usos medicinales y que son mas empleadas por las informantes:
Aloe barbadensis Mill., Calea urticifolia (Mill.) DC. y Hamelia patens Jacq.

La seleccion de las especies con mayor relevancia etnobotanica para las comunidades
Vicente Guerrero y Potrero del Carnero se llevo a cabo a través de un tercer criterio de
seleccion, que se basd en la busqueda bibliografica de los efectos farmacoldgicos ya
reconocidos y valorados experimentalmente de cada especie (Cuadro 4), lo que permitié
sefialar dos especies importantes para su posterior estudio farmacologico y la comparacion
de su efecto anti-inflamatorio.

Para Aloe barbadensis, se han reportado diversos usos, entre los que destacan sus
efectos antioxidante, anti-inflamatorio, antibacterial, cicatrizante e hipoglucemiante, entre
otros (Alcorn, 1984; Roman-Ramos et al., 1991; Hutter et al., 1996; Okyar et al., 2001;
Tanaka et al., 2006; Habeeb et al., 2007; citado en Bang et al., 2009; George et al., 2009;
Pandey y Mishra, 2009). En esta investigacion etnobotanica se encontr6 que Aloe
barbadensis se emplea como hipoglucemiante, anti-inflamatorio, anti-hipertensivo, para
tratar gastritis y distension abdominal, y como auxiliar en la curacion de quemaduras, lo
gue concuerda en parte con la bibliografia reportada anteriormente, y con los intereses de
este trabajo como especie vegetal con propiedades anti-inflamatorias e hipoglucemiantes.

Hamelia patens Jacq., mostré tener efectos antibacterial, antiespasmaddico, anti-
inflamatorio, antidiarréico, analgésico, antifingico, antianémico, antihemorragico,
antipirético y cicatrizante (Alcorn, 1984; Pérez et al., 1996; Sosa et al., 2002; Arvigo et al.,
2003; Gomez-Beloz et al., 2003; Reyes-Chilpa et al., 2004; Rios y Aguilar-Guadarrama,
2006). En la exploracion etnobotanica se encontr6 que Hamelia patens Jacq., es empleada
como hipoglucemiante, anti-inflamatorio, cicatrizante, anti-hipertensivo, y para tratar
distension abdominal, corroborandose algunos de sus usos con la bibliografia consultada,
pues de acuerdo con los intereses del trabajo, ya se ha reportado su efecto anti-
inflamatorio (Sosa et al., 2002; Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006) y sSu uso como
hipoglucemiante (Andrarde-Cetto y Heinrich, 2005; Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009).

Para Calea urticifolia (Mill.) DC. se ha reportado que tiene efecto anti fungico, antioxidante,
bactericida, y para el tratamiento de Ulceras gastricas, entre otros (Matsuura et al., 2005;
Gamboa-Angulo et al., 2008; Umemura et al., 2008). En nuestra exploracién etnobotanica
se encontrd que Calea urticifolia se utiliza como hipoglucemiante, anti diarreico,
antivomitivo para tratar gastritis y distensién abdominal, asi como en afecciones comunes
del sistema digestivo en general. No se tiene conocimiento documentado de la valoracién
experimental de su efecto anti-inflamatorio.
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Cuadro 4. Revision bibliogréafica de la valoracion experimental de las especies de interés.

ACCION FARMACOLOGICA/

ESPECIE PROPIEDADES MEDICINALES REFERENCIA
REPORTADAS
Aloe barbadensis Mill. Antioxidante Bang et al., 2009

Antinociceptivo

Bang et al., 2009

Anti-inflamatorio

Alcorn, 1984; Hutter et al., 1996; Habeeb et al.,
2007; Bang et al., 2009

Antibacterial

George et al., 2009; Pandey y Mishra, 2009

Cicatrizante

Alcorn, 1984; Yao et al., 2009

Hipoglucemiante

Roman-Ramos et al., 1991; Okyar et al., 2001;
Tanaka et al., 2006.

Citotéxico

Avila et al., 1997

Calea urticifolia (Mill.) DC.

Antifingico

Gamboa-Angulo et al., 2008

Inhibicién de preadipocitos

Matsuura et al., 2005

Citotéxico

Nakagawa et al., 2005; Ohguchi et al., 2009

Antioxidante

Umemura et al., 2008

Para tratar Ulcera gastrica

Matsuura et al., 2005

Bactericida

Matsuura et al., 2006

Hamelia patens Jacq.

Citotoxico

Mena-Rején et al., 2008

Antibacterial

Arvigo et al., 2003; Rios y Aguilar-Guadarrama,
2006

Hipoglucemiante

Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Biblioteca Digital
de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009.

Cicatrizante

Alcorn, 1984; Gomez-Beloz et al., 2003

Antiespasmadico

Reyes-Chilpa et al., 2004

Anti fangico Alcorn, 1984
Antipirético Alcorn, 1984
Anti diarreico Alcorn, 1984; Pérez et al., 1996
Anti anémico Alcorn, 1984

Anti-inflamatorio

Sosa et al., 2002; Rios y Aguilar-Guadarrama,
2006

Anti hemorragico

Alcorn, 1984

Analgésico

Reyes-Chilpa et al., 2004; Rios y Aguilar-
Guadarrama, 2006.

Conjuntando los tres criterios de seleccion para las especies establecidos, se eligieron
Calea urticifolia (Mill.) DC. y Hamelia patens Jaqc.; se excluyd Aloe barbadensis Mill. por
ser una especie con mayor numero de estudios, y por el interés de aportar nuevos
conocimientos sobre otras especies.

3.5 Hamelia patens Jacq.

3.5.1 Descripcidon botanica. Es un arbusto de la familia Rubiaceae, de 1 a 4 m de alto,
con estipulas triangulares de 2 a 4 mm de largo; sus hojas son opuestas en verticilos de 3
04, de 5a 23 cm de largo y puntiagudas, peciolos de color rojo—purpureo de 0.5 a 5.5 cm
de largo. Presenta inflorescencia terminal, con ejes arqueados y generalmente dividido en
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dos, las flores estan erguidas sobre los ejes. Las flores son de color amarillo oscuro,
anaranjado o rojo; caliz acampanado con cinco dientecillos triangulares, I6bulos del caliz
aovados de 0.5 a 1 mm de largo; corola larga y tubular terminada en cinco lébulos. El fruto
es carnoso, globoso y de color rojo, cambia a color negro cuando estd maduro; de 7 a 10
mm de largo y tiene semillas numerosas, regulares a irregulares, lustrosas, de 0.6 a 0.9
mm de largo (Rzedowski y Calderdn, 2001; Stevens et al, 2001; CONABIO, 2006) (Figura 4
ayb).

b)

Figura 4. a) Hamelia patens Jacg. Fotografia tomada por Maria de los Angeles Zermefio Macias,
Portrero del Carnero, Tamasopo, S.L.P. b) Hamelia patens Jacq. Ejemplar N° 043924 del herbario
“‘Isidro Palacios” (SLPM) del Instituto de Investigacion de Zonas Deséricas. Fotografia
proporcionada por el taxbnomo José Garcia.

3.5.2 Distribucién geografica. Se encuentra distribuida desde Florida hasta Sudamérica,
habita en climas céalidos y semicélidos, a altitudes de 8 a 1100 m. Se asocia a ecosistemas
perturbados de selva baja caducifolia, bosques de encino y bosques de pino, entre otros
(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009). En México, se encuentra en
los estados de Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México D.F.,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (CONABIO, 2006).

3.5.3 Denominacidn vernacula. Se le conoce por distintos nombres comunes, entre ellos
mazamora, coralillo, hierba santa cimarrén, hierba coral, balletilla, tochomite o trompetilla
(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009; CONABIO, 2006). También
se le conoce con los siguientes nombres en lengua indigena: en Puebla, imegchichi
(nahuatl), maktantulon (totonaco), tohtu (otomi); en Quintana Roo, chache, chakloc,
chaktok, k'anan,x-kanan (maya); en Veracruz, canchoc,xixcuy; en el estado de Yucatan,
chak took’, k'anan xiw, xk'anan (maya); y en el estado de San Luis Potosi se le conoce
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como k'entsel te',tsak lok en tenek (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
2009).

3.5.4 Usos medicinales. se le han atribuido distintos usos medicinales entre los que
destacan su actividad citotoxica en células de cancer cérvico — uterino (Mena-Rejon et al.,
2008), antibacterial (Arvigo et al., 2003; Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006), para ayudar a
la cicatrizacion (Alcorn, 1984; Gomez-Beloz et al., 2003), como antiespasmadico (Reyes-
Chilpa et al., 2004), anti diarreico (Alcorn, 1984; Pérez et al., 1996), anti-inflamatorio (Sosa
et al., 2002; Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006), analgésico (Rios y Aguilar-Guadarrama,
2006; Reyes-Chilpa et al., 2004), anti fungico, antianémico, antipirético, antihemorragico
(Alcorn, 1984), para problemas ginecologicos (Reyes-Chilpa et al., 2004; Biblioteca Digital
de Medicina Tradicional Mexicana, 2009); también se ha reportado su uso como
hipoglucemiante para tratar la DM tipo Il, para detener hemorragias, disenteria, tratar
Ulceras gastricas y dolores de estdbmago y de muelas, por mencionar algunos ( Biblioteca
Digital de Medicina Tradicional Mexicana2009).

En la comunidad de Potrero del Carnero, H. patens es utilizada para tratar la DM
contusiones, distension abdominal, para ayudar a cicatrizar y para lavar las heridas, asi
como para la hipertension. En esta comunidad, segun las informantes, Unicamente se
emplean sus hojas, y la forma de preparacién, ya sea infusion o decoccion, depende del
uso medicinal al que se vaya a destinar: infusién si se utiliza para tratar la diabetes
mellitus, y decoccidn si se emplea para desinflamar o cicatrizar.

Esta especie, se recolecta a la orilla del rio, de caminos y sobre el cerro. Sélo algunas
pocas personas conservan la especie en su solar, especialmente con fines ornamentales
ya que les agrada su color rojo intenso y la forma peculiar de sus flores.

3.5.5 Posologia tradicional. De acuerdo con la exploracion etnobotanica se obtuvo la
posologia de los tratamientos de interés para este trabajo:

Diabetes mellitus

Tratamiento de DM. Se hierve un litro de agua, en punto de ebullicion se agregan de 6 a 8
hojas (en promedio, 1.6 g de hojas frescas 0 0.36 g de hojas secas) de H. patens y se deja
hervir por 3 a 5 minutos mas; luego y se deja enfriar, para beber la infusién como agua de
uso hasta que hay evidencia de control en la concentracion de glucosa en la sangre, y el
paciente se sienta mejor.

Recomendaciones. Debe prepararse la cantidad necesaria para un dia, en caso de que
se tome como agua de uso. También se puede dosificar tres veces al dia (por la manana,
tarde y noche) hasta lograr el control de la glucosa.

Cicatrizacion

Como cicatrizante. Se ponen a hervir 5 | de agua. Cuando ya esta en ebullicién, se
agregan varias hojas de la planta (en promedio, 15 a 20 hojas, equivalentes a
aproximadamente 4 g de hojas frescas o 1 g de hojas secas) y se dejan hervir por 15
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minutos; después del bafio diario, se lavan las heridas con esta infusion hasta que
concluya la cicatrizacion.

Recomendaciones. Se pueden afiadir a la infusibn unas hojas de arnica (Salmea
scandens (L.) DC.), y aplicar fomentos de esta mezcla varias veces al dia, hasta cicatrizar.

Contusiones

Tratamiento. Se hierve la cantidad de agua necesaria, segun el tamafio de la parte
afectada, y se colocan varias ramas de la planta (segun se necesiten). Después del inicio
de la ebullicién se deja hervir 10 minutos; luego se aplican fomentos en la parte afectada,
hasta que el agua se sienta fria. Se continGa con el tratamiento hasta que el golpe haya
desinflamado completamente.

Recomendaciones. Se puede hervir también junto con arnica (Salmea scandens (L.) DC.).
Distensién abdominal

Tratamiento. Se pone a hervir medio litro de agua; cuando ya esta hirviendo, se agregan
tres hojas de la planta (en promedio, 0.81 g de hojas frescas o0 0.18 g de hojas secas) y
tres hojas (en promedio, 3.4 g de hojas frescas 0 0.70 g de hojas secas) de arnica (Salmea
scandens). Se deja en hervor de 3 a 5 minutos, luego se apaga el fuego y se deja enfriar
un poco; se toman dos tazas al dia, una por la mafiana y otra por la noche. Se guarda el
resto y se bebe de igual forma al dia siguiente, hasta sentir mejoria.

3.6 Calea urticifolia (Mill.) DC.

3.6.1 Descripcion botanica. Es un arbusto de la familia Asteraceae; mide entre 1y 3 m
de altura, a veces lefioso en la base. Las hojas son de forma ovada, dentadas (de 6 a 12
dientes en cada lado), lustrosas y rasposas por ambos lados, pilosas, un poco lanceoladas,
comunmente rugosas Yy trinervadas, generalmente de 5 a 11 cm de largo, son opuestas,
asi como las ramas; las hojas superiores suelen estar reducidas en tamafio, y si estan en
ramas con flor, son todavia de menor tamafio que las hojas en la rama principal. Las flores
son elipticas de 2 a 3 mm de ancho, de color amarillo intenso o palido, con puntas obtusas
(Rzedowski y Calderon, 2001; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
2009); Figura5ay b.
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Figura 5. a) Calea urticifolia (Mill.) DC. Fotografia tomada por Alejandra Covarrubias Camarillo,
Vicente Guerrero, Rayon, S.L.P. b) Calea urticifolia (Mill.) DC. Ejemplar N° 737 del herbario “Isidro
Palacios” SLPM del Instituto de Investigacién de Zonas Desérticas, proporcionada por el taxdbnomo
José Garcia.

3.6.2 Distribucion geografica. Se puede encontrar desde México hasta Panama, entre
los 22 y 1800 msnm. Es una planta de clima calido y semicélido, asociada a ecosistemas
de selva baja caducifolia, bosques tropicales subcaducifolio, subperenifolio, perenifolio y
bosques de encino y pino. Normalmente se encuentra en terrenos abiertos y a orillas de
caminos (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009). Se puede
encontrar en los estados de Aguascalientes, Chiapas, Colima, Durango, Estado de México,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, San Luis Potosi, Sinaloa,
Tamaulipas, Veracruz, Zacatecas (Garcia, 1999).

3.6.3 Denominacion vernacula. Se le conoce con distintos nombres comunes, entre ellos
jaral de castilla, chilchaca, jarilla, tacote (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009), hierba del negro, negro, negrito (comunidades de Vicente Guerrero y
Potrero del Carnero), y como juanislama en El Salvador (Matsuura et al., 2005).

3.6.4 Usos medicinales. Entre los usos medicinales que se han reportado para C.
urticifolia se encuentran los siguientes: problemas de la piel (granos, irritacién), para sanar
llagas, para destetar a los nifios (untandose en los pezones, por su sabor amargo), en el
tratamiento de disenteria, vomito, tos (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009), como anti fangico (Gamboa-Angulo et al., 2008), para el tratamiento de
Ulceras gastricas, y como bactericida (Matsuura et al., 2006), asi como también se ha
reportado su efecto citotdxico en células de cancer de colon y anemia (Nakagawa et al.,
2005; Ohguchi et al., 2009) y su efecto antoxidante (Umemura et al., 2008).

Tanto en las comunidades Vicente Guerrero como Potrero del Carnero, la poblacién hace
uso de C. urticifolia para tratar la DM ya que, de acuerdo con los informantes, las plantas
que tienen un sabor amargo sirven para contrarrestar el “azdcar en la sangre” (i.e.
diabetes mellitus), y la hierba del negro tiene un sabor muy amargo. También es muy
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empleada para tratar problemas gastrointestinales en general, como dolor de estomago,
diarrea, vomito, gastritis y distension abdominal. Para la preparacion de los remedios,
Unicamente emplean las hojas, en una cantidad muy pequefia ya que, si se usan muchas,
la infusion no se puede beber por su sabor muy desagradable.

Las personas recolectan esta especie a la orilla de los caminos, especialmente en época
de lluvias, cuando se puede encontrar en mayor abundancia. No se tiene registrado otro
uso local diferente al medicinal.

3.6.5 Posologia tradicional. De acuerdo con la exploracién etnobotanica se obtuvo la
posologia de los tratamientos de interés para este trabajo:

Diabetes mellitus

Tratamiento. Se pone a hervir una taza de agua (256ml); cuando ya esta hirviendo, se le
agregan 2 hojas de la planta (en promedio, 0.49 g de hojas frescas o 0.13 g de hojas
secas), se deja en hervor de 3 a 5 minutos, luego se retira el recipiente del fuego para que
se enfrie. Esta infusion se bebe dos veces al dia, una por la mafiana en ayunas, y otra por
la tarde. Se continta el tratamiento hasta que el paciente sienta mejoria y se controle la
concentracion de glucosa en la sangre.

Recomendaciones. Utilizar hojas pequefias, pues el sabor es muy amargo.
Dolor de estdbmago, vomito, diarrea, distension abdominal

Tratamiento. Se afiaden dos hojas pequefias (en promedio, 0.49 g de hojas frescas 0 0.13
g de hojas secas) en una taza de agua hirviendo y se deja en hervor por 3 a 5 minutos; se
toma una vez al dia, por la mafiana — de preferencia en ayunas— hasta sentir mejoria.

Gastritis

Tratamiento. Se pone a hervir una taza de agua (256ml) y se agregan dos hojas de la
planta (en promedio, 0.60 g de hojas frescas o0 0.14g de hojas secas); se dejan hervir de 3
a 5 minutos. Se bebe una vez por dia hasta sentir mejoria.

Recomendaciones. Tomar con alimentos, pues tiene un sabor muy amargo.

4. CONCLUSIONES

Las amas de casa de las comunidades de Vicente Guerrero y Potrero del Carnero en el
municipio de Rayon, S.L.P. tienen conocimiento sobre el uso de plantas silvestres para
tratar diversas enfermedades comunes como resfriado, dolor de estbmago o diarrea,
contusiones e incluso padecimientos cronicos como DM diabetes mellitus. El empleo de
plantas medicinales es cotidiano, por ello, es necesario evaluar su efectividad para luego
dar a conocer a la poblacion la confianza de los remedios que utiliza y la informacion
referente a la seguridad de su empleo.
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Este trabajo aporta un procedimiento para estudiar y seleccionar especies vegetales que
se emplean en las comunidades rurales para tratar padecimientos relacionados con
procesos inflamatorios. En el presente trabajo se identificaron 13 especies, de las cuales el
46% se emplea para tratar mas de una enfermedad. Con base en la informacion
proporcionada por las informantes sobre las especies, sus usos medicinales y su posologia
tradicional, ademas de la consulta bibliografica sobre la evaluacion de diversos efectos
farmacolégicos de dichas especies, fue posible la seleccion de las dos especies mas
relevantes localmente y con menor informacion documental acerca de sus propiedades
anti-inflamatorias; estas especies fueron Hamelia patens Jacq. y Calea urticifolia (Mill.) DC.
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5.2. EXPERIMENTO 1

VALORACION DEL EFECTO ANTI-INFLAMATORIO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Calea urticifolia (Mill.) DC. y Hamelia patens Jacq.

Guzman Guzman. P.; E. Garcia-Chavez ?;G.A. Soto P.% B.I. Juarez F2.

'Programa Multidisciplinario de Posgrado en Ciencias Ambientales. UASLP.
%|nstituto de Investigacién de Zonas Desérticas. UASLP.

RESUMEN

Se realiz0 la evaluacion experimental del efecto anti-inflamatorio de Calea urticifolia (Mill.)
DC. y Hamelia patens Jacq., especies vegetales ampliamente utilizadas para el tratamiento
de padecimientos relacionados con procesos inflamatorios en la region xi’iuy de La Palma,
municipio de Rayon, San Luis Potosi. Los objetivos de este trabajo fueron: a) corroborar
los efectos terapéuticos de los medicamentos tradicionales a través de un modelo in vivo,
y b) evaluar la capacidad de las especies sobre la inhibicion de la secrecién de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6). Se evalu6 el extracto etandlico de ambas especies
en dosis de 3.96 mg/kg y 7.92 mg/kg para C. urticifolia, y 36.27 mg/kg y 72.54 mg/kg para
H. patens. Se emple6 carragenina al 1% como agente inductor del edema en la
aponeurosis plantar derecha (APD) de ratas macho de la cepa Wistar, y se emple6é una
dosis de 0.1 mg/kg de Meloxicam como farmaco prototipo para comparar el efecto de los
extractos. Se midié el volumen de inflamacion en intervalos de 0.5 h a 5.5 h con un
pletismémetro digital LE 7500, y se determiné la concentracion de citocinas
proinflamatorias (CP) al final del experimento, a través del método ELISA. Ambos extractos
mostraron un efecto sobre la inhibicion de la inflamacion in vivo y sobre la secrecién de CP.
En relacion con el efecto de C. urticifolia, la dosis de 7.92 mg/kg mostré un mayor efecto
anti-inflamatorio, el cual fue consistente sobre la inhibicion de la secrecion de CP. En el
caso del efecto del extracto de Hamelia patens la dosis de 72.54 mg/Kg tuvo un mejor
efecto inhibitorio sobre la secrecion de CP. El efecto anti-inflamatorio de los extractos
etandlicos de ambas especies, mostré ser comparable con el del Meloxicam, lo que sefiala
la posibilidad de que el mecanismo de accion sea a través de la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa 2 (COX-2).

1. INTRODUCCION

Desde tiempos ancestrales se ha registrado el uso de especies vegetales para tratar
diversos padecimientos relacionados con la salud humana, sobre todo por los grupos
indigenas de cada pais. México cuenta con una amplia gama de grupos indigenas,
distribuidos a lo largo del territorio. En particular en el estado de San Luis Potosi, se
distribuyen tres grupos indigenas tének, ndhuatl y xi’iuy. Esta ultima etnia se caracteriza
por un amplio uso de plantas medicinales para tratar distintas enfermedades (Chemin,
1984; INEGI, 2005). Un estudio etnobotanico reciente, mostréo que este grupo étnico aun
emplea plantas medicinales, donde destacan Calea urticifolia (Mill.) DC. y Hamelia patens
Jacq. para el tratamiento de enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios
(Guzman et al., 2010).
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Calea urticifolia pertenece a la familia Asteraceae. Esta planta es conocida con los
nombres de “negrito”, “negro” o “hierba del negro”, y es utilizada principalmente para tratar
la diabetes mellitus, gastritis y problemas digestivos como dolor de estbmago, vomito y
diarrea (Guzman et al., 2010). Con respecto a su valoracion experimental, presenta efectos
antifangico, nematicida y bactericida (Matsuura et al., 2006; Gamboa-Angulo et al., 2008),
citotoxico (Nakagawa et al., 2005; Ohguchi et al., 2009), antioxidante (Umemura et al.,

2008) y para el tratamiento de Ulceras gastricas (Matsuura et al., 2006).

Hamelia patens pertenece a la familia Rubiaceae. Esta especie es conocida con el nombre
de “madura platano”, y ha sido ampliamente utilizada dentro de la medicina tradicional para
tratar la diabetes mellitus tipo Il, disenteria, Ulceras gastricas, dolor de estbmago y muelas
(Biblioteca Digital de Medicina Tradicional Mexicana); también ha sido empleada como
cicatrizante y anti-inflamatorio de vientre y contusiones (Guzman et al., 2010). Se han
reportado distintas propiedades farmacoldgicas de Hamelia patens, entre las que destacan
su actividad citotoxica (Mena-Rejon et al., 2008), antibacterial (Arvigo et al., 2003; Rios y
Aguilar-Guadarrama, 2006), cicatrizante (Gomez-Beloz et al., 2003), antiespasmaddica
(Reyes-Chilpa et al., 2004), antidiarréica (Pérez et al., 1996), anti-inflamatoria (Sosa et al.,
2002; Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006), analgésica (Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006;
Reyes-Chilpa et al., 2004) y para tratar problemas ginecoldgicos como célicos menstruales
y amenorrea (Reyes-Chilpa et al., 2004).

De acuerdo con el estudio de Guzman et al. (2010), ambas especies se emplean en el
tratamiento de la diabetes mellitus, enfermedad cronica degenerativa; solo de la especie H.
patens se tiene registrado su uso para el tratamiento de procesos inflamatorios.

La inflamacién es una respuesta del organismo ante la infeccion, irritacion u otra lesion; la
caracteristica fundamental de este proceso es la presencia de enrojecimiento, calor,
hinchazén y dolor (Flach, 1992; Kenneth y Jamali, 2005).

La respuesta inflamatoria se inicia a través del reconocimiento del antigeno por el sistema
inmune; tal interaccion genera la activacion de células inmunes conocidas como células
mononucleares, las cuales incluyen a los neutrdfilos, las células NK (natural killers) y los
macrofagos; estos ultimos son el grupo celular de mayor importancia en el proceso, debido
a que tienen una gran capacidad fagocitica y son fuente de citocinas proinflamatorias como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 1 beta (IL-1B) y la interleucina 6
(IL-6), al momento de su activacion por el antigeno (Gosling, 1998; Bellingan, 1999;
Kenneth y Jamali, 2005).

Las citocinas proinflamatorias (CP) son péptidos con funciones regulatorias, activadoras de
células endoteliales y leucocitos, entre otras (Tilg et al., 2006). El TNF-a es la primera CP
en liberarse tras el reto impuesto por el antigeno, el cual junto con IL-1B estimulan la
liberacién de IL-6. Tales citocinas ademas de presentar un papel primordial en la respuesta
inmune, pueden ser secretadas como respuesta inflamatoria del tejido adiposo; estudios
recientes han demostrado la relacion de estas citocinas con la induccion de la resistencia a
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la insulina que puede preceder a la generacion de diabetes mellitus (Lozano, 2002; Krakof
et al., 2003; Recasens et al., 2004; Téllez, 2005; Dominguez et al., 2007).

De acuerdo con los antecedentes, se considera relevante valorar a través de un modelo in
vivo el efecto anti-inflamatorio de Calea urticifolia y Hamelia patens, debido a la
importancia que su uso representa para la comunidad xi’iuy. La finalidad es, por una parte
corroborar sus efectos terapéuticos de acuerdo con la herbolaria tradicional y, por otra
parte, evaluar su capacidad sobre la inhibicion de la secrecion de CP, por su uso en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios y de la diabetes
mellitus.

2. METODOLOGIA

2.1 Recoleccion del material vegetal

Calea urticifolia, se recolecto el 25 de marzo de 2009 en los alrededores de la comunidad
Potrero del Carnero en el municipio de Rayon, S.L.P., en el punto ubicado en 21°52'29.8”
N y 099°27°08.4”W, a 903 msnm, y dentro de la comunidad, situado en 21°52’27.6”’N y
099°27°00.6”W, a una altitud aproximada de 901 m.

Hamelia patens, se recolecto6 el 25 de marzo de 2009 dentro de la comunidad Potrero del
Carnero, Raydén, S.L.P., en solares de la comunidad ubicados en 21°52’21.8"N,
099°27°09.8"W y a 900 msnm.

2.2 Preparacion del material vegetal

Una vez obtenido el material vegetal se colocaron los ejemplares en papel adsorbente por
un periodo de 48 h, con la finalidad de separar las partes aéreas de la planta;
posteriormente se secaron las hojas por un periodo de 15 dias al abrigo de la luz a una
temperatura de 22°C.

Las hojas de ambas especies se pulverizaron de manera independiente (100 g de hojas
secas), en un molino eléctrico (Osterizer Pulsematic) y se sometieron a una extraccion por
maceracion con etanol absoluto en relaciéon 1:4 p/v. La mezcla se dej6 macerar por un
periodo de 10 dias, con agitacion periddica. Posteriormente, la mezcla se filtr6 en capsulas
de porcelana a peso constante, y se elimind el solvente a temperatura ambiente. El
concentrado del extracto se guardd en tubos estériles a 4°C hasta su uso. El rendimiento
de extracto etandlico fue de 1.95 g para Calea urticifolia, y de 5.20 g para Hamelia patens,
suficiente para todas las determinaciones.

2.3 Animales experimentales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar adultas, de 150 a 190 g de peso corporal, las
cuales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UASLP. Los animales
fueron tratados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. Se
sometieron a un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h y se alimentaron con una dieta estandar
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de laboratorio Lab Diet 5001 y agua ad libitum. Las ratas fueron sujetas a un periodo de
adaptacion de 2 semanas, y con un peso corporal de 200-250g antes de la administracion
de los tratamientos. Se utilizaron 4 ratas por tratamiento.

2.4 Agente inductor del edema

Para la induccion de la inflamacion experimental se utilizd carragenina lambda 1V (Fluka),
la cual es un mucopolisacarido sulfatado de alto peso molecular extraido de las algas
marinas Chondruss spp. y Gigartina spp. (Hansra et al., 2000). Su mecanismo de accion
se basa en la activacion de los macrofagos a través de la interaccion del mucopolisacarido
con el receptor transmembranal TLR4 (toll-like receptor 4), lo que inicia la activacion de
vias intracelulares (MAPK, NFkB) que dan lugar a la sintesis de mediadores inflamatorios
(citocinas pro-inflamatorias, entre otros) capaces de inducir la inflamacion en un periodo de
tiempo de 1-6 horas posterior a la administracion de carragenina (Nantel et al., 1999; Tsuiji
et al., 2003, Arredondo, 2008).

2.5 Tratamientos
Los tratamientos empleados en esta evaluacién fueron los siguientes:

1. Las dosis de los tratamientos de los extractos vegetales, se eligieron de acuerdo con las
practicas tradicionales xi‘iuy correspondientes a una dosis de 0.044 mg/kg/dia y 0.403
mg/kg/dia de Calea urticifolia y Hamelia patens respectivamente; se considerd un tiempo
necesario para la efectividad del tratamiento de 90 dias (Guzman et al., 2010). Se
administraron los tratamientos de manera independiente, uno correspondiente a la dosis
tradicional y el otro al doble de la misma, equivalentes a 90 dias de tratamiento. Las dosis
vegetales usadas fueron: Calea urticifolia: 3.96 mg/Kg y 7.92 mg/kg de peso, y Hamelia
patens: 36.27 mg/kg y 72.54 mg/kg de peso.

2. Meloxicam, como farmaco anti-inflamatorio prototipo, en dosis de 0.1 mg/Kg de peso, la
dosis empleada en roedores como modelos experimentales (Arredondo, 2008). El
mecanismo de accién del Meloxicam es inhibir la sintesis de prostaglandinas a través de la
inhibicion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), enzima mediadora del proceso inflamatorio en el
sitio de lesion (Barozzi y Tett, 2008).

3. Solucion salina al 0.9%, como grupo control.

Para favorecer la absorcién y el efecto terapéutico de los productos usados, todos los
tratamientos fueron administrados por via intraperitoneal de manera independiente 1 h
antes de la induccién de la inflamacion con carragenina 1% en la aponeurosis plantar
derecha (APD).

2.6 Evaluacion in vivo del efecto anti-inflamatorio.

Para determinar el volumen de la inflamacion se empleo un pletismometro digital marca LE
7500, facilitado por el Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas,
UASLP. El equipo se fundamenta en el volumen de liquido desplazado por un cuerpo
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irregular, mediante un par de electrodos de platino que detectan la conductancia eléctrica
de una solucion de NaCl al 0.01%, dentro de la cual se introduce la extremidad del animal;
la sefal eléctrica generada es transformada en unidades de volumen, y la diferencia de
volumen entre la extremidad en condiciones normales y en condiciones de inflamacion
proporciona el volumen del edema (Arredondo, 2008).

Se midi6é el volumen de la APD de cada uno de los animales en condiciones normales.
Posteriormente, se administraron, via intraperitoneal, los tratamientos correspondientes a
cada grupo de animales. Una hora después de aplicar los tratamientos, se indujo el edema
con carragenina al 1%, y se aplico solucién salina al 0.9% al grupo control. Se determino la
variacion de volumen de la extremidad con el pletismometro a las 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5y 5.0 h después de haber inducido el edema, con cinco repeticiones
por cada medicion. Los datos obtenidos se ajustaron a través de la diferencia existente
entre el volumen de la extremidad de las ratas tratadas con carragenina y las ratas tratadas
Unicamente con solucion salina.

2.7 Evaluaciéon de las especies vegetales sobre la inhibicién de la secrecion de
citocinas proinflamatorias.

Se sacrificaron las ratas al final del experimento y se obtuvo la sangre de cada una
mediante puncion cardiaca. Esta se centrifugd de inmediato a 3000 rpm durante 15 min
para obtener el plasma. Después se almacen6 a -20°C, hasta su posterior analisis.

Para determinar las concentraciones de TNF-a, IL - 18 e IL — 6 se utiliz6 el método de
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), de acuerdo con las especificaciones de
cada kit comercial (Peprotech Inc.). Las muestras fueron descongeladas a 4°C y se
colocaron 100 pul del anticuerpo primario de captura, disuelto en solucion PBS 1x, en cada
pozo de la placa (se realizaron tres repeticiones de cada muestra); se cubrié la placa y se
incub6 toda la noche a 4°C. Pasado el tiempo de incubacién, se lavé la placa con
PBS/Tween y se agregaron 200 pl de solucion bloqueadora a cada pozo, se cubri6 la placa
y se incub6 a temperatura ambiente por 1 h. Después del tiempo de incubacion, se lavo
nuevamente la placa con PBS/Tween y se agregaron 50 pl de muestra problema o de
estandar, segun el pozo correspondiente, se cubrié la placa y se incub6 a 4°C toda la
noche. Pasado este tiempo de incubacion, se lavo la placa en PBS/Tween, se agregaron
100 ul del anticuerpo secundario, diluido en solucion bloqueadora, a cada pozo, se cubrié
la placa y se incub6 a temperatura ambiente por 1 h. Después del tiempo de incubacioén, se
lavé la placa con PBS/Tween, se agregaron 100 ul de avidina-peroxidasa a cada pozo, se
cubrié la placa y se incubd en oscuridad por 30 min. Se lavé inmediatamente después la
placa con PBS/Tween y se adicionaron 100 ul de ABTS/H,O, por pozo. Se determiné la
lectura de la placa a través del lector de microplacas para ELISA (Multiskan Ascent), en
una longitud de onda de 405 nm.

2.8 Andlisis de resultados.

Para el andlisis de los resultados se utilizé el sofware Stata 8.0 (Stata, Corp Collage
Station Tx), en el CINVESTAV-Zacatenco. Se emple6 un modelo estadistico
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completamente al azar; para los datos obtenidos al final del experimento, se emple6 un
analisis de varianza (ANOVA) de una via, usando como prueba post hoc Bonferroni; para
los datos que se tomaron a lo largo del experimento, se emple6é un ANOVA de dos vias
con mediciones repetidas usando post-hoc la prueba de Bonferroni. Se consideré como
valor de significancia p< 0.05.

3. RESULTADOS
3.1 Evaluacion in vivo del efecto anti-inflamatorio.

Se presento inflamacion de manera significativa a partir de 1.0 h posterior al inicio del
experimento (1.040 + 0.05 ml; p<0.05) Tal efecto inflamatorio fue incrementando
paulatinamente hasta un volumen maximo de 1.37 £ 0.07 ml a 1.433 + 0.03 ml, el cual se
observo a partir de las 4.5 h (Figura 1). El volumen basal promedio de la APD previo a la
administracion de carragenina fue de 0.85 ml.
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Figura 1. Relacion tiempo-reaccion. n = 4. Los valores representan la media + EE; a= p<0.05 con
respecto al volumen basal de la APD (0.85 ml).

La Figura 2 presenta el efecto inhibitorio de la inflamacion del extracto de Calea urticifolia
en ambas dosis (3.69 y 7.92 mg/kg). El extracto vegetal con dosis de 3.69 mg/kg, tuvo
efecto anti-inflamatorio significativo a partir de las 3.5 h hasta el término del experimento.
La dosis de 7.92 mg/kg de C. urticifolia, present6 efecto inhibitorio de la inflamacion a partir
de las 3.0 h y hasta el término del tratamiento; sin embargo, a diferencia de la dosis
tradicional, en este tratamiento se observé un comportamiento mas estable en el control
del volumen de la inflamacion durante todo el experimento (Figura 2).
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Figura 2. Respuesta tiempo-reaccién del extracto etandlico de Calea urticifolia. Los valores
representan la media + EE. n = 4 por tratamiento, a= p< 0.05 C. urticifolia 7.92 mg/kg + carr vs Sol.
Salina 0.9% + carr; b= p< 0.05 C. urticifolia 3.96 mg/kg + carr vs Sol. Salina 0.9% + carr; carr =
carregenina.

La Figura 3 presenta la comparacion de la intensidad del efecto anti-inflamatorio entre los
tratamientos del extracto vegetal de C. urticifolia en ambas dosis y Meloxicam 0.1 mg/kg, a
partir de las 3.5 h hasta el término del experimento.
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Figura 3. Efecto inhibitorio de los tratamientos en el intervalo de tiempo de mayor inflamacién. n =
4. Los valores representan la media = EE. carr= carragenina.

La dosis de C. urticifolia de 7.92 mg/kg, tuvo un efecto inhibitorio de la inflamacion
significativamente mayor a la dosis de 3.96 mg/kg y Meloxicam 0.1 mg/kg, en el intervalo
de 4.0 a 4.5 h; la dosis de 3.96 mg/kg no mostré diferencias significativas en comparacion
con el farmaco prototipo (p>0.05) (Figura 3).
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De acuerdo con la evaluacion del efecto anti-inflamatorio del extracto etandlico de H.
patens, la dosis de 36.27 mg/kg inhibié la inflamacion a partir de 0.5 h hasta el término del
experimento (p<0.05). Por otra parte, la dosis de 72.54 mg/kg mostré tener un efecto
inhibitorio significativo s6lo a partir de las 3.5 h en comparacion con el grupo de animales
tratados con solucién salina 0.9% (Figura 4).
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Figura 4. Relacién tiempo-reaccion del extracto etandlico de Hamelia patens. Los valores
representan la media = EE. n = 4 por tratamiento, a= p< 0.05 H. patens 36.27 mg/kg + carr vs Sol.
Salina 0.9% + carr; b= p< 0.05 H. patens 72.54 mg/kg + carr vs Sol. Salina 0.9% + carr. carr =
carregenina.

En la Figura 5 se compara la intensidad del efecto anti-inflamatorio entre los tratamientos
del extracto de H. patens y el Meloxicam 0.1 mg/kg en el periodo de mayor inflamacion (3.5
h a 5.5 h). El efecto anti-inflamatorio del extracto de H. patens en dosis de 36.27 mg/kg no
mostré diferencia significativa respecto a Meloxicam 0.1 mg/kg durante el intervalo de
méaxima inflamacion. El efecto anti-inflamatorio de la dosis de 72.54 mg/kg, fue
significativamente menor al efecto del Meloxicam 0.1 mg/kg a las 4.0 y a las 5.5 horas
(Figura 5).
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Figura 5. Efecto inhibitorio de los tratamientos en el intervalo de tiempo de mayor inflamaciéon. n =
4. Los valores representan la media + EE; carr= carragenina.

3.2 Evaluaciéon de las especies vegetales sobre la inhibicion de la secrecion de
citocinas proinflamatorias.

Los grupos de ratas tratadas con los extractos etandlicos de C. urticifolia y H. patens
mostraron una inhibicion significativa de la secrecion de TNF-a en ambas dosis respecto al
grupo de ratas tratado con solucion salina al 0.9% (p<0.01). Sin embargo, C. urticifolia en
dosis de 7.92 mg/kg tuvo un efecto inhibitorio mayor (47.9%) que el inducido con la dosis
de 3.96 mg/kg. Por otra parte, en comparacion con el efecto inhibitorio de TNF-a del
extracto de H. patens, la dosis de 72.54 mg/kg presentd una mayor inhibicién de esta
citocina (32.4%) con respecto al efecto de la dosis tradicional. La inhibicion del extracto de
C. urticifolia no fue significativamente diferente al del grupo de ratas tratadas con
Meloxicam 0.1 mg/kg (Figura 6). El tratamiento con H. patens, en ambas dosis, no se
presentd diferencias significativas en la respuesta inhibitoria de la secrecion de TNF-a
(Figura 6).
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Figura 6. Efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia y de Hamelia patens sobre la secrecién

de TNF-a. Los valores representan la media + EE; n=4 por tratamiento. Carr= carragenina; MLX=
Meloxicam; Cu= Calea urticifolia; Hp= Hamelia patens.

La Figura 7 presenta el efecto inhibitorio de las especies vegetales sobre la secrecion de
IL-18. Los resultados mostraron que ambas especies vegetales en sus distintas dosis son
capaces de inhibir la secrecién de esta citocina de manera significativa respecto al grupo
control.

Soélo la especie C. urticifolia en dosis de 7.92 mg/kg, present6é un efecto mayor inhibitorio
de IL-1B. Dicho efecto presenté una disminucién adicional del 28.5% con respecto a la
dosis tradicional de C. urticifolia y a las dosis de H. patens ademas. Tuvo una mayor
eficacia sobre la inhibicion de la citocina (24.2%) respecto al grupo tratado con Meloxicam
0.1 mg/kg (p<0.001). H. patens no mostré diferencias significativas en su capacidad
inhibitoria en ambas dosis (Figura 7).
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Figura 7. Efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia y de Hamelia patens sobre la secrecion
de IL-1B. Los valores representan la media = EE; n=4 por tratamiento; Carr= carragenina; MLX=
Meloxicam; Cu= Calea urticifolia; Hp= Hamelia patens.

Los resultados obtenidos evidencian la capacidad inhibitoria de los tratamientos con el
extracto etandlico de C. urticifolia y H. patens, sobre la secrecion de IL-6, ya que todos los
tratamientos mostraron una disminucion significativa de la citocina (Figura 8). C. urticifolia
en dosis de 3.96 mg/kg fue la especie con menor capacidad inhibitoria de esta citocina, en
comparaciéon con todos los tratamientos. Por otra parte, el grupo de animales tratados con
el extracto de C. urticifolia en dosis de 7.92 mg/kg, tuvo un decremento significativo en la
secrecion de la citocina IL-6 del 26.7% respecto al de la dosis de 3.96 mg/kg. Sin embargo
este efecto no fue comparable al del grupo de ratas tratado con Meloxicam 0.1 mg/kg
(Figura 8). H. patens en dosis de 72.54 mg/kg, tuvo una disminucion de la secrecion de IL-
6 del 37.1 %, respecto del tratamiento con 36.27 mg/kg, y de 17.5% respecto del
tratamiento de Calea urticifolia en una dosis de 7.92 mg/kg. Tal efecto fue comparable con
el efecto inhibitorio del grupo de ratas tratado con Meloxicam 0.1 mg/kg (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia y de Hamelia patens sobre la secreciéon
de IL-6. Los valores representan la media + EE; n=4 por tratamiento. Carr= carragenina; MLX=
Meloxicam; Cu= Calea urticifolia; Hp= Hamelia patens.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto anti-inflamatorio in vivo y la capacidad
inhibitoria sobre la secrecion de citocinas proinflamatorias (TNF-o, IL-6 e IL-1B) de los
extractos etandlicos de Calea urticifolia (Mill.) DC. y de Hamelia patens Jacq.

De acuerdo con la evaluacion del efecto anti-inflamatorio in vivo, ambos extractos
vegetales inhibieron el proceso inflamatorio. Ambas dosis de Hamelia patens y la dosis
tradicional (3.96 mg/kg) de Calea urticifolia presentaron un comportamiento equivalente al
del grupo de animales tratados con Meloxicam 0.1 mg/kg, pero la dosis de 7.92 mg/kg del
extracto etandlico de Calea urticifolia presentd un efecto inhibitorio significativo durante el
periodo de inflamacion maxima del experimento (3.5 a 5.5 h). Este incluso fue mayor, que
el observado en el grupo de animales tratados con Meloxicam 0.1 mg/kg. Este tratamiento
tuvo un comportamiento estable a lo largo del experimento, lo que sugiere la existencia de
un efecto modulador del proceso inflamatorio. Este efecto fue corroborado con la
evaluacion de la inhibicion de las citocinas proinflamatorias, donde tuvo un mayor efecto
inhibitorio sobre la secrecion TNF-a e IL-1p.

De acuerdo con la evidencia documental, no hay registro de la evaluacion del efecto anti-
inflamatorio de C. urticifolia; sin embargo, existen trabajos que han demostrado su
capacidad antioxidante (Umemura et al., 2008); tal efecto esta estrechamente relacionada
con la regulacion de la activacion de la via Nrf2/ARE, la cual estd relacionada con la
activacién y modulacion de la respuesta inflamatoria (Garcia et al., 2002; Umemura et al.,
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2008). Es posible que la inhibicion de las citocinas esté relacionada, en parte, con la
modulacién de las vias previamente mencionadas.

Hay evidencia de que las especies medicinales de una misma familia, comparten sus
efectos terapéuticos. Diversos estudios han documentado la actividad anti-inflamatoria de
plantas de la familia Asteraceae en modelos in vivo (Abad et al., 1993; Mafiez et al., 1999;
Cioffi et al., 2004; Ukiya et al., 2006; Lalone et al., 2007; Ukiya et al., 2007; Giangaspero et
al., 2009). Esta actividad es atribuida a metabolitos secundarios como glicésidos (Marfiez et
al., 1999; Cioffi et al., 2004; Ukiya et al., 2006; Ukiya et al., 2007), terpenos (Calixto et al.,
2004; Ukiya et al., 2006; Ukiya et al., 2007), lactonas sesquiterpénicas (Mafiez et al., 1999)
y flavonoides (Abad et al., 1993; Calixto et al., 2004; Kim et al., 2004; Giangaspero et al.,
2009), entre otros.

Calea urticifolia solo tiene registrada la presencia de lactonas sesquiterpénicas, (Matsuura
et al., 2005; Nakagawa et al., 2005; Umemura et al., 2008; Ohguchi et al., 2009). A estos
compuestos se atribuye su capacidad antioxidante en el organismo a través de la
activacion de la via Nrf2/ARE, con fosforilacion de quinasas como la ERK y JNK, que
responden a estimulos extracelulares como las citocinas proinflamatorias, y que regulan
actividades como la activacion de genes, mitosis, diferenciacion de células T y apoptosis
(Abbas et al., 2003; Umemura et al., 2008). También se ha documentado la capacidad de
estas lactonas para inhibir al factor de transcripcion NFkB (Matsuura et al., 2005), factor
responsable de la regulacion de genes celulares involucrados en la respuesta inflamatoria
tempranay la secrecion de TNF-a (Lee et al., 2006a).

Para el extracto de Hamelia patens, ambas dosis presentaron igual efecto inhibitorio sobre
la secrecion de las citocinas TNF-a e IL-1p; la dosis de 72.54 mg/kg de H. patens presento
un mayor efecto inhibitorio en la secrecion de IL-6 con respecto a la dosis tradicional de
dicho extracto (36.27 mg/kg), siendo equiparable al efecto observado en el grupo de ratas
tratado con Meloxicam 0.1 mg/kg.

Existen antecedentes de la actividad anti-inflamatoria de H. patens en modelos de
inflamacion in vivo a través de su administracion topica (Sosa et al., 2002); cabe sefialar
qgue nuestro estudio evalud el efecto anti-inflamatorio del extracto a través de una via
intraperitoneal, considerando los procesos de biotransformacion del extracto, para
conservar la efectividad del mismo. Por otra parte, no se tiene registro del mecanismo por
el cual H. patens inhibe la inflamacién. Este trabajo demostré que el extracto etandlico de
H. patens ejerce su efecto anti-inflamatorio a través de la inhibicion de la secrecion de
TNF-a, IL-18 e IL-6, especialmente la ultima.

En relacion con estudios de plantas que dentro de la misma familia de H. patens
(Rubiaceae), Uncaria tomentosa (Willd.) DC., presenta su actividad anti-inflamatoria por la
presencia de metabolitos secundarios como triterpenos y glicésidos principalmente (Aquino
etal., 1991).

Para H. patens se ha documentado de igual forma la presencia de triterpenos, asi como de
saponinas esterodidicas (estigmasterol, sitosterol), alcaloides inddlicos, poliprenoles,
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cicloartenoles, flavonoides, alcaloides oxinddlicos, y flavonas (Soto-Sobenis et al., 2001;
Reyes-Chilpa et al., 2004; Rios & Aguilar-Guadarrama, 2006). De acuerdo con Kim et al.
(2004), compuestos como los flavonoides y las flavonas pueden inhibir el proceso
inflamatorio a través de diversos mecanismos celulares como: a) inhibir la secrecién de
fosfolipasa A, (PLA,), para evitar la formacion de &cido araquidonico; b) inhibir las enzimas
ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1/COX-2) y lipooxigenasa (LOX) y evitar la formacion de
eicosanoides proinflamatorios; c) regular la secrecion de COX-2, Oxido nitrico sintetasa
(iNos), TNF-a, IL-1B e IL-6; d) inhibir la expresién de PKC y AMPK (ERK, p38 AMPK, JNK),
evitando la expresion de factores de transduccion como el NF-«B.

Por otra parte, Calixto et al. (2004) indican que los triterpenos y las saponinas, asi como
algunos alcaloides, regulan la secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1,
contribuyendo asi, posiblemente, al efecto anti-inflamatorio que presenta H. patens.

El efecto anti-inflamatorio de los extractos etandlicos de ambas especies, que mostrd
semejanza con el del Meloxicam, evidencia la posibilidad de que estas especies presenten
como mecanismo de accion alternativo la inhibicion de la COX-2. Tal enzima genera
eicosanoides proinflamatorios los cuales estimulan la expresion de NF-«xB, la cual genera
la activacion de citocinas proinflamatorias (Joussen et al., 2002).

De acuerdo con lo anterior, proponemos la hipo6tesis de que ambas especies pueden inhibir
el proceso inflamatorio a través de dos mecanismos principales: a) la inhibicion de factores
de transcripciéon como el NF-xB, el cual es el responsable de la transcripcion de genes,
incluidos los genes de citocinas como TNF-a, que activan la secrecién de citocinas
proinflamatorias (Joussen et al., 2002); y b) la inhibicion de la COX-2.

Finalmente, este trabajo corrobor6 el efecto anti-inflamatorio de las especies empleadas
tradicionalmente por la comunidad xi‘iuy, asi como la efectividad del régimen posoldgico
empleado. Se encontr6 que, aunque ambas especies son Utiles en su efecto anti-
inflamatorio, C.urticifolia presenta efectos terapéuticos a dosis 10 veces menores que
H.patens. Esto permite sugerir la consideracion de esta especie vegetal en investigaciones
posteriores, especialmente en lo relacionado con el tratamiento de la Diabetes mellitus por
la relacion existente del TNF-o con el tejido adiposo y la resistencia a la insulina.
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5.3. EXPERIMENTO 2

EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Calea urticifolia (Mill.) DC. SOBRE LA
SECRECION DE ADIPONECTINA EN RATAS MACHO WISTAR SOMETIDAS A UNA
DIETA RICA EN GRASAS

Guzman G., P'.; E. Garcia-Chavez?; G.A. Soto P.%; N.C. Cardenas 0.3
'Programa Multidisciplinario de Posgrado en Ciencias Ambientales. UASLP.
%|nstituto de Investigacién de Zonas Desérticas. UASLP.
3Facultad de Ciencias Quimicas. UASLP.

RESUMEN

El tejido adiposo (TA) es un érgano dindmico involucrado en muchos procesos fisioldégicos
y metabdlicos. Actualmente se ha demostrado que el TA es capaz de secretar péptidos
activos conocidos como adipocinas (AD), las cuales participan activamente en la
regulacion de la inflamacion crénica (IC) generada en respuesta a la obesidad. Tal IC se
caracteriza por una produccion excesiva de AD vy citocinas proinflamatorias, en conjunto
con una disminucién en la secrecion de adiponectina. Esta relacion, ha servido como
indicador de resistencia a la insulina en tejidos sensibles a esta, como musculo
esquelético, higado y TA. La resistencia a la insulina es un factor importante que precede
al desarrollo de diabetes mellitus tipo Il (DM-II), enfermedad que se ha convertido en un
problema de salud publica en nuestro pais, por lo que el empleo de plantas medicinales es
una alternativa potencial para el tratamiento y la prevencion de esta enfermedad. En
relacion con esto ultimo, estudios recientes sobre el uso de plantas medicinales por la etnia
xi‘iuy de la Region de La Palma en San Luis Potosi, destaca el uso de la especie Calea
urticifolia (Mill.) DC, para el tratamiento tradicional de enfermedades relacionadas con
procesos inflamatorios y DM-II. Tal efecto antiinflamatorio actualmente fue corroborado
experimentalmente en roedores, mostrando un efecto inhibidor sobre la secrecion de TNF-
a e IL-1B. Debido a la capacidad de esta especie para inhibir la secrecién de citocinas
proinflamatorias, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto etandlico de
Calea urticifolia (Mill.) DC. sobre la secreciébn de adiponectina y de las citocinas
proinflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1B en ratas macho Wistar sometidas a una dieta rica en
grasas. Se dividieron dos grupos que fueron alimentados con 2 dietas (DE=dieta estandar
y DM= dieta modificada rica en grasas), durante 80 dias previo al inicio de las tratamientos,
los cuales se dividieron en 4 grupos: a) DE + agua; b) DE + 0.088 mg/kg de extracto
etanodlico (Cu-DE); c) DM + agua y; d) DM + 0.088 mg/kg de extracto (Cu-DM). Los
tratamientos fueron administrados durante 60 dias manteniendo la dieta correspondiente
en cada grupo. Se evaluaron los pardmetros bioquimicos de glucosa, triglicéridos y
colesterol total al inicio y cada 30 dias de iniciar los tratamientos. Al final del tratamiento se
tomaron muestras de sangre por puncién cardiaca para determinar las concentraciones de
TNF-a, IL-6, IL-1p y adiponectina a través del método de ELISA. El extracto etandlico de C.
urticifolia, disminuyd la concentracion de glucosa, colesterol total y triglicéridos en los
grupos Cu-DE y Cu-DM. EIl grupo DM mostré un incremento en la ganancia de peso, asi
como un aumento en la concentracion de los parametros bioquimicos. Los grupos Cu-DE y
Cu-DM mostraron una inhibicion en la secrecion de TNF-qa, IL-13 e IL-6. Se observd un
aumento significativo de la secreciéon de adiponectina en el grupo DM con respecto del
grupo DE, asi como también en el grupo Cu-DM con respecto del grupo DM. Por lo tanto,
el extracto etanodlico de C. urticifolia tiene la capacidad de inhibir la secrecion de citocinas
proinflamatorias, asi como de inducir la secrecion de adiponectina con una ingesta rica en
grasas.
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1. INTRODUCCION

El tejido adiposo (TA), es el principal reservorio de lipidos en el organismo. Es un tejido
constituido por adipocitos inmersos en una red de fibras de colageno, fibroblastos,
preadipocitos, adipocitos maduros y macréfagos (Sanchéz-Mufioz et al., 2005; Elissondo et
al., 2008). En la actualidad, el TA es considerado un 6rgano dindmico involucrado en
muchos procesos fisiologicos y metabdlicos. Se conoce que expresa y secreta una gran
variedad de péptidos activos conocidos como adipocitocinas o adipocinas (AD), las cuales
tiene un papel primordial en la homeostasis de la ingesta de alimentos, la regulacion del
equilibrio energético, la accién de la insulina y el metabolismo de la glucosa, (Sanchez-
Mufioz et al., 2005).

Las AD se dividen en: proinflamatorias que incluyen al factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 1 beta (IL-1B), la leptina y la resistina (Musri,
2004; Sanchez-Mufioz et al., 2005; Dominguez, 2007; Elissondo et al., 2008; Cano et al.,
2009; Skop et al., 2009), y las anti-inflamatorias siendo la mas destacada la adiponectina, a
la que se le ha atribuido un papel antidiabético, anti-inflamatorio y antiaterogénico (Guerre-
Millo, 2004; Yao et al., 2005; Bastard et al., 2006; Dominguez, 2007; Elissondo et al.,
2008).

La sintesis de AD se ve afectada en respuesta a alteraciones de la masa del TA, estudios
recientes han mostrado que la obesidad y las patologias asociadas a la misma, presentan
una respuesta inflamatoria crénica (IC) que genera una produccion anormal de AD
proinflamatorias, un aumento de los reactantes de fase aguda y la activacion de vias de
sefalizacion relacionadas con las respuestas inflamatorias (Sanchez-Mufioz et al., 2005),
ademas de un decremento de la AD anti-inflamatoria.

La IC se caracteriza por una respuesta al estimulo en los adipocitos y macréfagos que
residen en el TA (Bastarrachea et al., 2007). La habilidad funcional de estos dos tipos
celulares coincide y se sobrepone. Los macréfagos ademas de participar en la atraccion,
englobamiento y almacenamiento de lipidos, generan la secrecion de citocinas
proinflamatorias (como TNF-q, IL-6 e IL-1 ) en conjunto con los adipocitos, lo que sugiere
una potencial e importante influencia de dichos macréfagos en promover la resistencia a la
insulina (Joussen et al., 2002; Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003; Sanchez-Mufioz et al.,
2005; Bastarrachea et al., 2007; Hoareau et al., 2010). De acuerdo con lo anterior, la
secrecion de AD vy citocinas proinflamatorias inducen la generacion de la IC, la cual
interrelaciona a la obesidad, la enfermedad cardiovascular y la diabetes mellitus tipo Il
(DM-11).

Por otra parte, diversos estudios asocian una baja concentracion de adiponectina con
procesos inflamatorios. Se ha encontrado una relacion inversamente proporcional de la
adiponectina con el TNF-a (Téllez, 2005; Bastard et al., 2006; Antuna-Puente et al., 2007;
Park et al, 2008; Walsh, 2009). De acuerdo con Bastard et al. (2006), también existe una
relacion inversamente proporcional entre la adiponectina y la citocina IL-6. Esto significa
gue la adiponectina se encuentra relacionada con procesos inflamatorios de bajo grado, y
dada la relacion con las citocinas proinflamatorias (TNF-o e IL-6), tiene un efecto anti-
inflamatorio en el organismo (Chen et al., 2009). Por lo tanto, la adiponectina ha servido
como un importante indicador en la prevencién de la resistencia a la insulina, la cual puede
llevar a DM-Il (Musri, 2004; Dominguez, 2007; Antuna-Puente et al., 2008; Elissondo et al.,
2008; Tilg y Moschen, 2008). Los mecanismos por los que la adiponectina ejerce sus
diversas funciones incluyen la activacion de los receptores PPARq, involucrados en la

44



regulacion del metabolismo de la glucosa y los lipidos; la modulacién del estimulo de
insulina y; el incremento en la oxidacion de acidos grasos a través de la activacion de la
cinasa de AMP (Dominguez, 2007; Elissondo et al., 2008).

De acuerdo con lo anterior, es evidente la relacion que existe entre la presencia del
proceso inflamatorio del TA, derivado de la obesidad y la resistencia a la insulina, con la
induccion de DM-II.

En nuestro pais, la DM-II es un problema de salud publica alarmante, y que dia a dia se ve
incrementada la incidencia de la enfermedad incluso en las poblaciones indigenas. En
estas Ultimas, el problema mas acentuado en el incremento de casos con DM-II se debe
principalmente a la falta de prevencion y diagnostico temprano, asi como a lo costoso de
su tratamiento (Guzméan et al., 2010a). Es por ello que el uso la medicina tradicional en las
comunidades indigenas es una practica frecuente para contrarrestar sus problemas de
salud.

Estudios recientes investigados por nuestro grupo de trabajo sobre el uso de plantas
medicinales por la etnia xi‘iuy de la Regién de La Palma en San Luis Potosi, destacan el
uso de la especie Calea urticifolia (Mill.) DC, para el tratamiento tradicional de
enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios y diabetes mellitus (Guzman et al.,
2010a).

Guzméan et al. (2010b), valoré en roedores experimentalmente el efecto anti-inflamatorio
atribuido de manera tradicional a C. urticifolia, mostrando un efecto inhibidor sobre la

secrecion de TNF-a e IL-1p. Debido a la capacidad de esta especie para inhibir la
secrecion de citocinas proinflamatorias, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del
extracto etanodlico de Calea urticifolia (Mill.) DC. sobre la secrecion de adiponectina y de las
citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-13, en un modelo con una dieta rica en grasas.

2. METODOLOGIA
2.1 Recoleccion del material vegetal

Calea urticifolia, se recolecto el 25 de marzo de 2009 en los alrededores de la comunidad
Potrero del Carnero en el municipio de Rayén, S.L.P., en dos puntos, uno ubicado en
21°52'29.8” N y 099°27'08.4”W, a 903 msnm, y otro situado en 21°52°27.6”N y
099°27°00.6”W, a una altitud aproximada de 901 m.

2.2 Preparacioén del material vegetal

Una vez obtenido el material vegetal se colocaron los ejemplares en papel adsorbente por
un periodo de 48 h, con la finalidad de separar las partes aéreas de la planta;
posteriormente se secaron las hojas por un periodo de 15 dias al abrigo de la luz a una
temperatura de 22°C.

Las hojas se pulverizaron de manera independiente (100 g de hojas secas), en un molino
eléctrico (Osterizer Pulsematic) y se sometieron a una extraccion por maceracién con
etanol absoluto en relacion 1:4 p/v. La mezcla se dej6 macerar por un periodo de 10 dias,
con agitacion periédica. Posteriormente, la mezcla se filtré en capsulas de porcelana a
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peso constante, y se elimin6é el solvente a temperatura ambiente. ElI concentrado del
extracto se guardd en tubos estériles a 4°C hasta su uso. El rendimiento de extracto
etandlico fue de 1.95 g, suficiente para todas las determinaciones.

2.3 Animales experimentales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar adultas, de 100 a 120 g de peso corporal, las
cuales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UASLP. Los animales
fueron tratados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, segun las
especificaciones técnicas de produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Los
animales se mantuvieron bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h a una temperatura de
22 £ 1 °C y una humedad relativa de 50 *+ 5%.

Se utilizaron 24 unidades experimentales, las cuales se dividieron aleatoriamente en dos
grupos para ser sometidas a las siguientes dietas:

Dieta estdndar (DE). Se utilizé una dieta estandar de laboratorio con un aporte cal6rico de
415 Kkcal/100g de alimento Formulab Chow 5008.

Dieta rica en grasas (DM). Se utilizo una dieta rica en grasas con un aporte calérico de 547
kcal/100g de alimento que se establecié con la modificacion del alimento estandar de
laboratorio Formulab Chow 5008, de acuerdo con especificaciones establecidas en la
bibliografia (De Souza et al., 2005; Fam et al., 2006; Pan et al., 2006; Buettner et al., 2007;
Matyskova et al., 2007).

Se evalud la ganancia de peso de los animales durante un periodo de 80 dias, asi como el
consumo de alimento y agua. Al final del periodo de evaluacion, se determiné la
concentracion de glucosa, colesterol total y triglicéridos en sangre.

2.4 Tratamientos

Las unidades experimentales correspondientes a las dietas, se dividieron aleatoriamente
en cuatro grupos para ser sometidas a los siguientes tratamientos:

Grupo Tratamiento

DE 2 ml/kg de agua + dieta estandar.

0.088 mg/kg de extracto etandlico de Calea urticifolia + dieta
estandar. La dosis empleada de extracto se obtuvo de una
Cu-DE | exploracion etnobotanica previa sobre plantas con propiedades anti-
inflamatorias en la regién de La Palma, Rayén, S.L.P. (Guzman et al.,
2010ay b).

DM 2 ml/kg de agua + dieta rica en grasas.

Cu-DM 0.088 mg/kg de extracto etandlico de C. urticifolia + dieta rica en
grasas.

Los tratamientos fueron administrados por via intragastrica diariamente durante 60 dias,
después de 80 dias de exposicion a las diferentes dietas, las cuales se mantuvieron hasta
el final del experimento.
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La inspeccién general diaria de los animales incluyd el registro del consumo diario de agua
y alimento. El peso corporal de los animales se cuantificé cada tercer dia. A 1, 30 y 60 dias
de iniciado el tratamiento, los grupos fueron sometidos a una extraccion sanguinea por la
vena caudal a través de la técnica de goteo, para determinar los parametros bioquimicos.
Los animales fueron puestos en ayuno 12 h antes de tomar las muestras.

Para determinar la concentracion de adiponectina y de las citocinas proinflamatorias TNF-
o, IL-1B e IL-6, al final del experimento. Para ello se anestesiaron los animales con
cloroformo para extraer la sangre mediante puncion cardiaca.

En ambos casos, la sangre se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos para separar el
plasma sanguineo, y posteriormente se conservd en congelacion a -20°C, hasta su
analisis.

2.5 Parametros bioquimicos

Con la finalidad de establecer la influencia de la dieta rica en grasas con el estado
metabdlico de los animales experimentales, se determinaron los siguientes parametros:

Glucosa. Se determind con la ayuda de un kit comercial (Spinreact), el cual mide la
concentracion de glucosa a través de una reaccion colorimétrica de oxidacion (método de
Trinder). La glucosa se oxida en presencia de glucosa oxidasa, para formar peroxido de
hidrogeno y gluconato; el peréxido se hace reaccionar con fenol y 4-aminofenazona, con la
mediacion de peroxidasa, para dar lugar a un producto coloreado. La intensidad del color
es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra.

Colesterol total. Se emple6 un kit comercial (Spinreact) mediante el cual, los ésteres de
colesterol, con la intervencion de la enzima colesterol esterasa, se separan en colesterol y
acidos grasos; el colesterol se oxida en una reaccion catalizada por la enzima colesterol
oxidasa, para formar peréxido de hidrégeno, el cual reacciona con fenol y 4-aminofenazona
en presencia de peroxidasa, para formar un producto coloreado. La intensidad del color es
proporcional a la concentracion de colesterol presente en la muestra.

Triglicéridos. Se utilizd un kit comercial (Spinreact). Los triglicéridos incubados con
lipoproteinlipasa liberan glicerol y acidos grasos libres; el glicerol se fosforila en presencia
de glicerolquinasa y con ayuda de ATP para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y ADP; el
G3P se convierte en dihidroxiacetona y peréxido de hidrégeno en presencia de
glicerolfosfato deshidrogenasa; el peroxido de hidrogeno reacciona con 4-aminofenazona y
p-clorofenol, reaccion catalizada por peroxidasa, para formar un producto de color rojo. La
intensidad de la coloracion es proporcional a la concentracién de triglicéridos presentes en
la muestra.

2.6 Evaluacion del efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre la
secrecion de TNF-¢, IL-18e IL-6.

Para determinar las concentraciones de TNF-qo, IL - 1B e IL — 6 se utiliz6 el método de
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), de acuerdo con las especificaciones de
cada kit comercial (Peprotech Inc.). Las muestras fueron descongeladas a 4°C y se coloco
100 pl del anticuerpo primario de captura, disuelto en solucién PBS 1x, en cada pozo de la
placa (se realizaron tres repeticiones de cada muestra); se cubri6 la placa y se incub6 toda
la noche a 4°C. Pasado el tiempo de incubacion, se lavo la placa con PBS/Tween y se
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agregaron 200 ul de solucion blogueadora a cada pozo, se cubrio la placa y se incub6 a
temperatura ambiente por 1 h. Después del tiempo de incubacion, se lavé nuevamente la
placa con PBS/Tween y se agregaron 50 pl de muestra problema o de estandar, segun el
pozo correspondiente, se cubrid la placa y se incubd a 4°C toda la noche. Pasado este
tiempo de incubacion, se lavé la placa en PBS/Tween, se agregaron 100 ul del anticuerpo
secundario, diluido en solucion bloqueadora, a cada pozo, se cubrié la placa y se incubo a
temperatura ambiente por 1 h. Después del tiempo de incubacion, se lavo la placa con
PBS/Tween, se agregaron 100 pl de avidina-peroxidasa a cada pozo, se cubrio la placa y
se incubd en oscuridad por 30 min. Se lavé inmediatamente después la placa con
PBS/Tween y se adicionaron 100 pl de ABTS/H,0, por pozo. Se determind la lectura de la
placa a través del lector de microplacas para ELISA (Multiskan Ascent), en una longitud de
onda de 405nm.

2.7 Evaluacién del efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre la
secrecion de adiponectina.

La cuantificacién de la concentracién de adiponectina en plasma sanguineo se llevé a cabo
mediante el empleo de un KIT comercial para ELISA (Biosource) de acuerdo con las
especificaciones del kit, para lo cual se llevd a cabo el siguiente procedimiento: se
prepararon cada uno de los reactivos de acuerdo con las indicaciones del manual; se
colocé 100 pl del estandar, del control positivo y de las muestras problema (se realizaron
tres repeticiones de cada muestra), segun el pozo correspondiente, se cubrid la placa y se
incub6 a 37°C durante 1 h. Después del tiempo de incubacion, se lavé cada pozo tres
veces con 250 pl de solucion de lavado 1x y después se agreg6 100 ul del anticuerpo
secundario en cada pozo, se cubrio la placa y se incubé a 37°C durante 1 h. Pasado el
tiempo de incubacién, se lavo tres veces cada pozo con 250 pl de solucion de lavado 1x y
se agregd 100 pl de detector 1x en cada pozo, se cubrio la placa y se incubé a 37°C
durante 1 h. Pasado este tiempo de incubacion, se lavé cinco veces cada pozo con 250 pl
de solucién de lavado 1x y se agreg6 100 pl de sustrato en cada pozo, se cubrio la placa y
se incub6 en oscuridad y a temperatura ambiente durante 20 minutos. Finalmente se
agrego 100 pL de solucion de paro de la reaccion (stop) a cada pozo. Se tomd la lectura de
la placa con la ayuda del lector de microplacas para ELISA (Multiskan Ascent) en 450 nm
de longitud de onda.

2.8 Anédlisis de resultados.

Para el andlisis de los resultados se utilizd el sofware Stata 8.0 (Stata, Corp Collage
Station Tx), en el CINVESTAV-Zacatenco. Se emple6 un modelo estadistico
completamente al azar; para los datos obtenidos al final del experimento, se emple6 un
analisis de varianza (ANOVA) de una via, usando como prueba post hoc Bonferroni; para
los datos que se tomaron a lo largo del experimento, se emple6 un ANOVA de dos vias
con mediciones repetidas usando post-hoc la prueba de Bonferroni. Se consideré como
valor de significancia p< 0.05.
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3. RESULTADOS
3.1 Evaluacién del efecto de la dieta rica en grasas

Se presentd una ganancia de peso durante los 80 dias de exposicion a las dietas
correspondientes (Figura 1). El grupo DM, mostro diferencias significativas a partir de los
65 dias, con un incremento del 14.3% respecto al grupo DE.
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Figura 1. Efecto de la dieta rica en grasas sobre el peso corporal. Los valores representan la media
+ EE; n=12 por tratamiento. a= p<0.05 DM vs DE; DE= dieta estandar; DM= dieta rica en grasas.

El consumo de alimento y agua en el grupo expuesto a la DM tuvo una disminucion del
14.54% del consumo de alimento y un 19.6% del consumo de agua con respecto al grupo
DE (p<0.001). Para los parametros bioquimicos cuantificados al tiempo cero de los
tratamientos, el grupo con DM tuvo una concentracion de glucosa de 141.5 + 10.28 mg/dl,
mientras que la concentracién del grupo expuesto a DE fue de 106.8 = 8.07 mg/dl
(p<0.001). Tal incremento significativo en el grupo con DM corresponde a un 24.5%. Para
colesterol total, el grupo DE presenté una concentraciéon de 91.71 + 5.44 mg/dl, mientras
que en el grupo DM fue de 106.6 + 2.41 mg/dl. Esto represent6 un incremento significativo
(p<0.001) del 14% con respecto al grupo DE. El grupo DM presentd un incremento en la
concentracion de triglicéridos del 22.7% con respecto al grupo DE, con una concentracion
de triglicéridos del grupo DM de 150.3 + 4.27 mg/dl, y del grupo DE de 116.2 + 3.96 mg/dlI.

3.2 Evaluaciéon del efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre peso,
consumo de alimento y agua

Hubo un efecto de los tratamientos sobre el peso corporal posterior a la exposicion de las
dietas durante 80 dias y su evolucion ligada a los tratamientos (Figura 2). Los grupos de
ratas DE y Cu-DE no mostraron diferencia significativa en la ganancia de peso durante el
desarrollo del experimento. Asi como tampoco hubo diferencia significativa entre los
grupos DM y Cu-DM. Sin embargo, el grupo DM mostré diferencia significativa con relacion
al grupo DE (p<0.001), con un incremento total en la ganancia de peso al final del
experimento, del 36.27%.
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Figura 2. Efecto de la administracion del extracto etanodlico de Calea urticifolia en el peso corporal.
Los valores representan la media + EE; n=6 por tratamiento.

La Figura 3 presenta el efecto de la administracion del extracto sobre el consumo de
alimento al final del tratamiento. No hubo diferencia significativa entre los grupos DE, Cu-
DE y Cu-DM. El grupo Cu-DM presenté un incremento del 10.2% en el consumo de
alimento con respecto al grupo DM (p<0.01).
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Figura 3. Efecto de la administracién del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre el consumo de
alimento al final del tratamiento. Los valores representan la media + EE; n=6 por tratamiento.

En relacion con el efecto de la administracion del extracto de C. urticifolia sobre el
consumo de agua, no se presenté diferencia significativa entre los grupos DE y Cu-DE,
mientras que el grupo Cu-DM presento un incremento del 14.7% en el consumo de agua
con respecto al grupo DM (p<0.001) (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la administracién del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre el consumo de
agua al final del tratamiento. Los valores representan la media + EE; n=6 por tratamiento.

3.3 Evaluacion del efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre los
parametros bioquimicos.

En la Figura 5 se presenta la influencia de los tratamientos sobre la concentracion de
glucosa. Al dia 1 de iniciada la administracion del extracto, los grupos DE y Cu-DE no
mostraron diferencias significativas en la concentracion de glucosa, con un valor de 106.8
+ 8.075 mg/dl para el grupo DE y de 103.8 + 4.349 mg/dl en el grupo Cu-DE. Sin embargo,
el grupo Cu-DM presentd una disminucién significativa del 25.8% en la concentracion de
glucosa (105 * 6.928 mg/dl), comparado con el grupo DM (141.5 + 10.28 mg/dl).

Al dia 30, el grupo DE presenté una concentracion de glucosa de 97.25 + 10.34 mg/dl,
mientras que el grupo Cu-DE presentd una concentracién de 78.25 + 3.775 mg/dl, lo que
representa una disminucién significativa del 19.5% en la concentracion de glucosa con
respecto del grupo DE. El grupo DM mostré una concentracién de 130 + 15.56 mg/dl, y el
grupo Cu-DM presenté una concentracion de 79.7 + 8.183 mg/dl (p<0.01), lo que
representa una disminucion del 38.7% en la concentracion de glucosa con respecto del
grupo DM (Figura 5).

A los 60 dias del tratamiento, el grupo DE mostré una concentracion de glucosa de 103.5 +
6.38 mg/dl, mientras que en el grupo Cu-DE la concentracion final fue de 82 + 9.345 mg/dI
(p<0.05), lo que indica una disminucién del 20.78% con respecto del grupo DE. El grupo
DM, al final del experimento mostré una concentracion de glucosa de 137.8 + 11.76 mg/dl,
mientras que la concentracion del grupo Cu-DM fue de 79.20 + 9.628 mg/dl, lo que
representa una disminucion del 42.52% con respecto del grupo DM (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de glucosa sérica después de la administracion del extracto etandlico de
Calea urticifolia (Mill.) DC. Los valores representan la media = EE; n=6 por tratamiento.

De acuerdo con la evaluacion del efecto del extracto sobre la concentracion de colesterol
total en sangre (Figura 6), los grupos DE y Cu-DE no mostraron diferencia significativa en
la concentracion de colesterol, con valores de 91.7 + 5.438 mg/dl y 83 + 2.55 mg/dl
respectivamente. El grupo Cu-DM (82.6 + 5.413 mg/dl) mostré una disminucién significativa
de colesterol sanguineo del 22.5% con respecto del grupo DM (106.6 = 2.408 mg/dl).

A los 30 dias de inicio del tratamiento, no se presentO diferencia significativa entre los
grupos DE y Cu-DE, con una concentracion de 94 + 4.472 mg/dl y de 94.75 + 1.5 mg/dI,
respectivamente (Figura 6). EI grupo DM mostré una concentracion de colesterol de 110.2
+ 8.786 mg/dl, y el grupo Cu-DM de 86.25 = 3.594 mg/dl, lo que representa una
disminucién en la concentracion de colesterol del 21.73% con respecto del grupo DM
(p<0.001).

A los 60 dias de tratamiento, los grupos DE y Cu-DE no mostraron diferencias, mostrando
valores de 93.14 + 4.845 mg/dl y 91.8 + 1.789 mg/dl, respectivamente. Sin embargo los
grupos DM y Cu-DM, mostraron diferencias significativas en la concentracion de colesterol
total representado por una disminucion del 23.6% en el grupo expuesto al extracto. La
concentracion de colesterol que presento al final del experimento el grupo DM fue de 111.2
+ 5.762mg/dl, mientras que la concentracion final del grupo Cu-DM fue de 85 + 5.657 mg/dl
(p<0.001) (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de colesterol total sérico, después de la administracién del extracto
etandlico de Calea urticifolia (Mill.) DC. Los valores representan la media = EE; n=6 por tratamiento.

En relacién con la concentracion de triglicéridos (Figura 7), al inicio del tratamiento, el
grupo Cu-DE (92.25 +4.992 mg/dl), mostré6 una disminucién significativa en la
concentracion de triglicéridos en comparacion con el grupo DE (116.2 + 3.962 mg/dl). El
grupo Cu-DM presenté una disminucion de 28.94% en la concentracion de triglicéridos
(106.8 +12.97 mg/dl) en comparacion con la concentracion del grupo DM (p<0.001), que
fue de 150.3 £ 4.272 mg/dl.

A los 30 dias de tratamiento, el grupo DE presentdé una concentracion de 115.8 + 12.15
mg/dl, mientras que el grupo Cu-DE mantuvo una concentracién de triglicéridos en sangre
de 99.75 + 12.69 mg/dl; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
estos dos grupos. El grupo DM tuvo una concentracién de triglicéridos de 138.3 + 2.872
mg/dl, mientras que el grupo Cu-DM tuvo una concentracion de 106.3 + 7.932 mg/dI, lo que
representa una disminucion del 23.14% en la concentracion de triglicéridos con respecto
del grupo DM (p<0.001) (Figura 7).

A los 60 dias, los grupos DE y Cu-DE no mostraron diferencias significativas, con valores
de triglicéridos de 107 + 15.36 mg/dl y 116.6 + 7.266 mg/dl respectivamente. El grupo Cu-
DM mostr6 una disminucion significativa del 33.12 % en comparacién con el grupo DM, con
valores de102.8 + 6.946 mg/dl y 153.7 + 15.37 mg/dl respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de triglicéridos séricos, después de la administracién del extracto etandlico

de Calea urticifolia (Mill.) DC. Los valores representan la media + EE; n=6 por tratamiento.

3.4 Evaluacién del efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre la
secrecion de TNF-¢, IL-15e IL-6.

De acuerdo con la evaluacion del efecto de la administracion del extracto etanodlico de C.
urticifolia sobre la inhibicion de TNF-a, el grupo Cu-DE mostré una inhibicién de TNF-a del
44.7% en comparacion con el grupo DE (p<0.001); mientras que el grupo Cu-DM mostré
una inhibicién de TNF-a de 60%, comparado con el grupo DM (p<0.001) (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la administracion del extracto etandlico de Calea urticifolia (Mill.) DC. sobre la
secrecion de TNF-a. Los valores representan la media + EE; n=6 por tratamiento.

En lo que respecta a la inhibicibn de la citocina IL-1B, el grupo Cu-DE presentd una
inhibicion del 31.1% con respecto del grupo DE (p<0.01). En el grupo Cu-DM la

disminucion en la secrecion de IL-1p fue de 56.8% comparado con el grupo DM (p<0.001)
(Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la administracién del extracto etandlico de Calea urticifolia (Mill.) DC. sobre la
secrecion de IL-1p. Los valores representan la media + EE; n=6 por tratamiento.

En relacion con la inhibicidn de la secrecion de IL-6, no se presento diferencia significativa
entre los grupos DM y Cu-DM. El grupo Cu-DE present6 una inhibicion en la secrecion de
IL-6 de 21.7% en comparacion con el grupo DE (p<0.001) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la administracion del extracto etanélico de Calea urticifolia (Mill.) DC. sobre la
secrecion del IL-6. Los valores representan la media £ EE; n=6 por tratamiento.

3.5 Evaluacion del efecto del extracto etandlico de Calea urticifolia sobre la
secrecion de adiponectina

La Figura 11 muestra el efecto del extracto etandlico de C. urticifolia sobre la secrecion de
adiponectina. Los grupos DE y Cu-DE no mostraron diferencia significativa en la
concentracion de adiponectina. En el grupo Cu-DM, la concentracion de adiponectina se
incrementd en un 30%, respecto del grupo DM (p<0.001). En el grupo DM se presentd un
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aumento del 23.1% en la secrecion de adiponectina en comparacion con el grupo DE
(p<0.05).

50~
-
C
£ —_—
S 407
= b
= 30+ —_—
= a a
= — —
g 204
[
o
S 10-
©
<
0 | | | | | | | |
DE Cu-DE DM Cu-DM

Tratamientos

Figura 11. Efecto de la administracion del extracto etanélico de Calea urticifolia (Mill.) DC. sobre la
secrecion de adiponectina. Los valores representan la media + EE; n=6 por tratamiento.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Uno de los factores que contribuye a la generacion de un estado de obesidad es el
consumo de una dieta rica en grasas, lo que lleva a la alteracion de diversos parametros
bioquimicos como la concentracion elevada de lipidos (colesterol y triglicéridos) y de
glucosa (Buettner et al., 2007; Amin y Nagy, 2009). La obesidad por otro lado, se asocia
con la presencia de un proceso inflamatorio derivado del TA, precursor en parte, del
desarrollo de resistencia a la insulina y DM-II (Bastarrachea et al., 2007; Antuna-Puente et
al., 2008; Hoareau et al., 2010).

Se empled una dieta hipercalérica basada en grasas, con la cual, después de 80 dias de
alimentacion, los animales mostraron un incremento significativo de 14.3% en el peso
corporal, el cual corresponde con el aumento presentado en roedores en otros estudios
gue han empleado una dieta calo6rica similar (Buettner et al., 2007). Por otra parte, se
observd un incremento de 24.5% en la concentracibn de glucosa, de 14% en la
concentracion de colesterol total y de 22.7% en la concentracion de triglicéridos, con
respecto al grupo alimentado con la dieta estdndar de laboratorio. Con base en lo anterior,
este modelo de dieta rica en grasas resultd adecuado para la evaluacion del efecto del
extracto etandlico de C. urticifolia en relacion a la inflamacion cronica del TA que
acompafia un estado de obesidad, lo cual ademas, significa un aumento en la
concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos debida a la acumulacién excesiva de TA
(Bastarrachea et al., 2007).

De acuerdo con los resultados obtenidos sobre la concentracion de glucosa, colesterol y
triglicéridos durante el periodo de administracion del extracto de C. urticifolia, el extracto
presentd un efecto regulador sobre el metabolismo de los parametros bioquimicos
evaluados, debido a que los grupos Cu-DE y Cu-DM mostraron una disminucion
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significativa en la concentracién de tales parametros. El grupo Cu-DE, a pesar de que
mostré una disminucion significativa en la concentracion de glucosa sérica en todos los
tiempos respecto del grupo DE, ésta no se redujo mas alla de la amplitud normal para ratas
macho Wistar de 15 a 20 semanas de edad, que es de 95 + 20 mg/dl (Dourmashkin et al.,
2005). Esta condicion también se reflejé en la concentracion de triglicéridos al tiempo 1 del
tratamiento, sin embargo tal disminucion se encontro, de igual forma, dentro de la amplitud
normal que es de 95 = 5 mg/dl (Lassiter et al., 2008).

En relacion con el analisis de la concentracion de citocinas proinflamatorias, el grupo DM
presentd un aumento significativo en la concentracion de TNF-a e IL-1B, en comparacion
con el grupo DE, lo que evidencia que la alimentacion con la dieta rica en grasas favorecio
el proceso inflamatorio relacionado con el TA (Yang et al., 2004; Bastarrachea et al., 2007,
Park et al., 2008; Lee y Choue, 2009; Walsh, 2009). Esto se debe a que la acumulacion de
lipidos en el TA provoca un estrés celular que estimula la activacion de factores de
transcripcion proinflamatorios como el factor nuclear «f (NF-kp) y la cinasa aminoterminal
c-Jun (INK), encargados de la transcripcion de genes para la expresién de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6 y de proteinas quimioatrayentes de monocitos
(MCP-1), las cuales son secretadas por el adipocito en respuesta al estrés generado por
los lipidos (Bastarrachea et al., 2007).

El incremento de las citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6 a su vez interfiere con la sefializacion del
sustrato receptor de insulina 1 (IRS-1 por sus siglas en ingles) a través de la estimulacion
de la lipdlisis, generando mayor cantidad de triglicéridos circulantes, lo que ocasiona una
resistencia a la insulina (Weisber et al., 2003; Sanchez-Mufioz et al., 2005; Tilg y Moschen,
2008). ElI aumento de MCP-1, provoca la infiltracion de monocitos hacia el TA, para
después unirse a receptores como el CCR2. Los monocitos se diferencian en macréfagos,
y contribuyen a una inflamacion local que deriva después en la activacion de los
macréfagos para generar una inflamacion sistémica, resistencia a la insulina y disfuncion
endotelial, con una marcada hipoadiponectinemia (Bastarrachea et al., 2007).

Por otra parte, estos mecanismos de accion se retroalimentan entre si, puesto que la
secrecion de citocinas proinflamatorias y de MCP-1 atraen mayor cantidad de macréfagos
circulantes hacia el TA que a su vez secretaran citocinas, ademas de ejercer un estimulo
de estrés sobre el adipocito, activando nuevamente las vias de sefializacion NF-«f y JNK
(Abbas et al., 2003; Hoareau et al., 2010). Por otra parte, también se ha demostrado que
los preadipocitos, en condiciones O6ptimas, tienen la capacidad de diferenciarse en
macrofagos, de esta forma pueden también contribuir al proceso inflamatorio relacionado
con un estado de obesidad (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003; Sanchez-Mufioz et al.,
2005; Bastarrachea et al., 2007). Sin embargo, es necesario realizar estudios posteriores
para corroborar este mecanismo.

La administracion oral del extracto de C. urticifolia presentd un efecto inhibitorio
significativo en la secrecion de TNF-a e IL-1p en los grupos Cu-DE y Cu-DM. En el caso
del grupo DM, la concentracibn de IL-6 no mostrO un incremento significativo, pero
disminuy6 en comparacion con el grupo DE, tal efecto consideramos que posiblemente se
deba a la accién de mediadores antiinflamatorios endégenos que afectan estrictamente a
esta citocina. Tales resultados demuestran la capacidad del extracto etandlico de C.
urticifolia, para inhibir la secrecién de citocinas proinflamatorias inducidas por la ingesta de
una dieta rica en grasas.
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De acuerdo con los resultados del andlisis de la concentracion de adiponectina, el grupo
DM presentd un aumento significativo de esta AD con respecto al grupo DE,
comportamiento que ya se ha observado en otros estudios in vivo bajo una dieta rica en
grasas durante un periodo de 2 y 4 semanas (Yang et al., 2004). Tal hecho demuestra que
la dieta empleada en este estudio modifica el metabolismo lipidico favoreciendo la IC y por
ende la secrecion de AD anti-inflamatorias como la adiponectina. Tal incremento
consideramos que puede deberse a dos factores que estan ampliamente interrelacionados:
la presencia de AD inflamatorias y, como respuesta a la regulacion del proceso
inflamatorio, la sintesis de adiponectina. Por otra parte, el incremento de glucosa sérica
favorece la activacion de la hormona insulina, la cual es un regulador positivo sobre la
secrecion de adiponectina (Elissondo et al., 2008).

Cabe sefalar que en este estudio no se observd una disminucion en la concentracion de
adiponectina a los 140 dias de exposicion a una dieta rica en grasa, como lo que se sefala
en algunos casos en donde la presencia del incremento en la secrecion de TNF-a inhibe la
expresion de adiponectina en el adipocito, por lo que la concentracién de esta adipocina
disminuye (Bastarrachea et al., 2007; Dominguez, 2007; Elissondo et al., 2008). Esta
hipoadiponectinemia es causante, al igual que el aumento de las citocinas proinflamatorias,
de un incremento en la concentracion de triglicéridos, interfiriendo asi con la captacion de
la insulina (Dominguez, 2007; Elissondo et al., 2008).

Sin embargo, Yang et al. (2004) proponen que la disminucion de adiponectina se da en
etapas mas avanzadas de exposicion (aunque han mantenido la dieta hasta por 20
semanas, y observado el mismo comportamiento), y que la resistencia a la insulina
inducida por la dieta rica en grasas puede aparecer con anterioridad a la
hipoadiponectinemia inducida por la dieta.

No obstante, el grupo Cu-DM mostré un incremento significativo en la concentracion de
adiponectina, con respecto al grupo DM. Lo anterior sugiere que la administracion del
extracto de C. urticifolia induce la secrecion de adiponectina, la cual fue la responsable de
disminuir los parametros bioquimicos principalmente de la glucosa, al parecer como
resultado de provocar la sensibilizacion de la insulina, sin embargo, se requiere de estudios
posteriores para corroborar esta hipotesis.

Por otro lado, en este trabajo también se observo la relacion inversa en la concentracion de
TNF-a y la adiponectina, lo cual corrobora la capacidad anti-inflamatoria de esta AD. El
aumento en la secrecion de la adiponectina inhibe la secrecion de TNF-o, uno de los
principales mediadores del proceso inflamatorio, a través de la inhibicion de la activacion
de NF-kB, y la posible activacién de la oxidacién de los acidos grasos y el estimulo a la
expresion de moléculas transportadoras de los mismos, a través de la activacién de la via
del receptor activado de peroxisoma proliferador alfa (PPAR-o), el cual regula el
metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos (Elissondo et al.,2008). Lo anterior se
traduce en una disminucion tanto del proceso inflamatorio como de la concentracion de
triglicéridos circulantes, lo cual fue corroborado en este estudio, en donde se observo una
disminucion de este parametro bioquimico en el grupo Cu-DM.

Con base en lo anterior y a los resultados obtenidos, proponemos que el extracto etandlico
de Calea urticifolia actua a través de los siguientes mecanismos:

El efecto anti-inflamatorio de la especie y su capacidad de inducir la secrecion de
adiponectina podrian estar correlacionados de manera indirecta, debido a que
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posiblemente el extracto actie a través de la inhibicion de la expresion de NF-«f. La
inhibicion de este factor de transcripcion implica que exista una disminucion de la secrecion
de citocinas proinflamatorias en el adipocito, lo que conduce a un aumento en la secrecion
de adiponectina y una disminucion de la infiltracion de monocitos hacia el TA (Weisberg et
al., 2003; Xu et al., 2003; Sanchez-Mufioz et al., 2005; Bastarrachea et al., 2007). Por otra
parte, puede interaccionar a nivel del receptor de moléculas quimioatrayentes de
monocitos (CCR2), el cual es primordial en la disminucion del proceso inflamatorio, pues
su inhibicion reduce el nimero de macréfagos en TA, incrementa la expresién de
adiponectina y mejora la sensibilidad a la insulina (Bastarrachea et al., 2007).
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Como resultado de la exploracion etnobotanica, se identificaron 13 especies que la
poblacibn emplea en el tratamiento de enfermedades relacionadas con procesos
inflamatorios (como gastritis y contusiones) y de DM-Il. Se seleccionaron las especies
Hamelia patens Jacg. y Calea urticifolia (Mill.) DC., debido a que son las mas relevantes
localmente, y cuentan con menor informacion documental acerca de sus propiedades anti-
inflamatorias, con la finalidad de corroborar su uso tradicional.

El efecto anti-inflamatorio de H. patens y C. urticifolia se corrobor6 en un modelo in vivo de
inflamacion, en el cual se evalué6 el efecto del extracto etandlico de ambas especies en las
dosis tradicionales (simples y duplicadas) que la poblacion emplea en sus practicas de
herbolaria. Ambos extractos presentaron efecto anti-inflamatorio en ambas dosis, aunque
la dosis doble del extracto de C. urticifolia presentd mejor efecto al inhibir la secrecion de
las citocinas proinflamatorias (CP) TNF-a e IL-1p; asi como la dosis doble del extracto de
H. patens presentd mejor efecto sobre la inhibicion de la CP IL-6. Por lo tanto, esta
evaluacion indicé la veracidad del empleo de estas especies en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios. Aunque ambas especies
mostraron actividad anti-inflamatoria, C. urticifolia present6é efectos terapéuticos en dosis
menores, por lo que esta especie se selecciond para estudios posteriores.

Aungue no se determiné el mecanismo mediante el cual H. patens y C. urticifolia ejercen
accion anti-inflamatoria en el organismo, se propone que puede ser a través de la
inhibicion del factor de transcripcion nuclear k3 (NF-kp), responsable de la transcripcion de
genes para la secrecién de las CP, y de la inhibicién de la enzima ciclooxogenasa 2 (COX-
2), implicada en la produccién de eicosanoides proinflamatorios. Por lo que se deja para
investigaciones posteriores la identificacion de los mecanismos de accion y de los
metabolitos secundarios, responsables del efecto anti-inflamatorio que presentaron ambas
especies. También se recomienda corroborar el uso tradicional de las 11 especies
identificadas en la exploracion etnobotanica que no se seleccionaron, puesto que no
carecen de importancia para las comunidades, y son fuente potencial para la identificacion
de nuevas alternativas terapéuticas.

Debido a que la DM-Il es una enfermedad en aumento constante en el pais, resulta
importante encontrar nuevas alternativas no soélo para su tratamiento, sino para su
prevencion. Puesto que, previo al desarrollo de DM-II se encuentra una resistencia a la
insulina, producto de un proceso inflamatorio en el tejido adiposo, es importante evaluar la
capacidad de nuevos tratamientos con capacidad anti-inflamatoria, que puedan disminuir el
proceso inflamatorio del tejido adiposo, lo que previene la resistencia a la insulina, y por
ende, el desarrollo de DM-II.

De acuerdo con lo anterior, se corrobor6 el empleo de C. urticifolia para disminuir el
proceso inflamatorio que se induce con la ingesta de una dieta rica en grasas. El
incremento en la ingesta de grasas, aunado a diversos factores como el sedentarismo y la
predisposicion genética, ocasionan una acumulacion de lipidos en el tejido adiposo, lo que
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altera las concentraciones normales de glucosa, colesterol total y triglicéridos circulantes,
asi como aumenta la secrecion de CP y de adiponectina (adipocina anti-inflamatoria).

Como resultado de la evaluacion de C. urticifolia en un modelo in vivo de una dieta rica en
grasas, se comprobd la utilidad de la administracion del extracto en la disminucion de la
concentracion sérica de glucosa, colesterol y triglicéridos; asi como también se corroboro
el efecto inhibitorio de la secrecion de las citocinas TNF-a e IL-18 en los grupos
experimentales tratados con el extracto, y el aumento en la secrecion de adiponectina en el
grupo alimentado con la dieta rica en grasas y tratado con el extracto. Por lo tanto, se
identific6 que el empleo de C. urticifolia puede regular el proceso inflamatorio que se
genera con la ingesta de una dieta rica en grasas, e inducir la secrecién de adiponectina en
el organismo.

En relaciéon con lo anterior, C. urticifolia es una especie vegetal con potencial para ser
utilizada como tratamiento preventivo en el desarrollo de la DM-Il. Sin embargo, para
corroborar este potencial, es necesario realizar trabajos de investigacion posteriores,
encaminados a identificar los mecanismos de accién mediante los cuales el extracto
etandlico de C. urticifolia tiene la capacidad de actuar sobre el proceso inflamatorio que se
origina en el tejido adiposo. Este trabajo abre las posibilidades hacia otros temas de
investigacion relacionados con esta especie y su capacidad potencial para la prevencion
de la resistencia a la insulina, y por ende, de la diabetes mellitus tipo 1.
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Formatos de entrevistas

ENTREVISTA SOBRE ENFERMEDADES

ENFERMEDAD

REMEDIOS QUE
USA

PLANTAS QUE
USA

PRINCIPAL PLANTA
QUE USA

¢COMO CONOCIO
ESTA PLANTA?

DIABETES

OBESIDAD

GOLPES

TORCEDURAS

HERIDAS,
CORTADAS

HINCHAZON

DOLOR

Nombre:

N¢ de Encuesta:
Fecha:

Comunidad:

Edad: anos
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ENTREVISTA SOBRE PLANTAS

PLANTA PARA: OTRAS QUE PARTES PREPARACION Y DONDE Y OTROS USOS
ENFERMEDADES DE LA MODO DE USO DEL CUANDO SE NO
QUE CURA PLANTA SE REMEDIO CON LA CONSIGUE LA | MEDICINALES
USAN PARA PLANTA (Forma de PLANTA DE ESTA
PREPARAR EL preparacion, PLANTA
REMEDIO tiempos,
cantidades, forma
de uso del remedio,
duracion del
mismo...)
DIABETES:
OBESIDAD:
GOLPES:
TORCEDURAS:
HERIDAS,
CORTADAS:
HINCHAZON:
DOLOR:
N¢ de Encuesta:
Fecha:
Comunidad:
Nombre: Edad: anos
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Cuadro de frecuencias de seleccidon de especies

X { "JsIng Daup0)inog
XK X X X\ X XX KK K| X q 1l 5upog/og 20y
K| [XD] 6| BTN 2 ) ol cuagr)
Ny i ‘pun (quny) eawodo/ odaogau3
XLEE KKK XX X X| X u "X (1) oo fawn o)
| XN i x| i ] o sagod ogauny
XXX i UCHIY ¥3 12K, D350 DiOLQ
(X k(X f 05 oyahooy
I iy efiguoy oz
I 0030} 0alio]
f I "0 'ouag) anasas omgagey
X KN f )07 suapuaas oaug
X I ‘05 wniojodng
CURE T TS o E T T S o T TS o &\ T S 0T TS E DTS o6 T T|C7|E| _INQ_G_HE2
NOISIA | SYMNQYIAND | NOISNALERdlM |  SILMISYS | OALLS3OIO LSS | NOIYZRLYD mﬂ_ux_”“_,“,__“kz_ N §L38v10 0 SR

505N SOLNILSIQ 507 Y SYLNYId ST NOKYNOIDN S3LNYIAHOANI S01300 S3030 30 043N

68



8. ANEXO I



Evaluacion de la dieta rica en grasas

Se evaluaron tres dietas diferentes (Cuadro 1) tomando en cuenta el contenido caldrico de
cada una, asi como el aumento de peso, consumo de alimento y agua, y la concentracion
de glucosa, colesterol total y triglicéridos en sangre de los animales experimentales:

1. Alimento estandar de laboratorio Rodent Laboratory Chow 5001.

2. Alimento estandar de laboratorio Formulab Chow 5008.

3. Alimento 5008 Modificado (5008-M), preparado con 72.5% de alimento Formulab
Chow 5008; 17.5% de manteca de cerdo y 10% de aceite de canola (De Souza et
al., 2005; Fam et al., 2006; Pan et al., 2006; Buettner et al., 2007; Matyskova et al.,
2007).

Se tomaron datos de peso de los animales cada tercer dia, consumo diario de alimento y
agua, y se obtuvieron muestras de sangre al final del experimento para determinar la
concentracion de glucosa, colesterol total y triglicéridos en sangre.

Cuadro 1. Contenido calérico de las cuatro dietas evaluadas.

CONTENIDO .
ALIMENTO CALORICO GR:\SAS CABBOHIDRATOS PRE)TEINAS
(%) (%) (%)
(Kcal/100g)
Rodent
Laboratory
Chow 5001 407 13.496 57.996 28.507
Formulab Chow
5008 415 16.71 56.441 26.849
5008 Modificado |547.44 54.3 31.02 14.56
*Porcentaje energético que aporta del contenido cal6rico total.

Resultados

En lo referente al contenido calérico de las tres dietas evaluadas (Cuadro 1) la dieta
denominada 5008 Modificado (5008-M) tiene un mayor contenido calérico (547.44Kcal), del
cual, el 54.3% proviene de las grasas, a diferencia de las otras dos dietas, cuya energia
proveniente de las grasas no sobrepasa el 17%.

La Figura 1 muestra la ganancia de peso de cada una de las dietas. A lo largo de la
evaluacion de las dietas, los grupos con las dietas 5001 y 5008 no mostraron diferencia
significativa (p>0.05). Sin embargo, a partir del dia 60 de iniciada la dieta, el grupo con el
alimento 5008-M presenté diferencia significativa en la ganancia de peso con respecto a
los otros dos grupos (p<0.001), mostrando un incremento en la ganancia de peso del
14.3% con respecto al grupo con la dieta 5008, y del 16.75% con respecto al grupo con la
dieta 5001.
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Figura 1. Ganancia de peso. El aumento de peso de cada uno de los animales se midié cada
tercer dia durante toda la duracion del tratamiento, 81 dias. Los valores representan la media + EE;
n=5 por tratamiento. a= p<0.001 Vs 5008-M.

La Figura 2 muestra el consumo de alimento de los animales de cada dieta. El grupo
alimentado con la dieta rica en grasas, 5008-M, consume en promedio 14.54% menos
cantidad de alimento que los grupos alimentados con las dietas de laboratorio 5001 y 5008
(p<0.001). No hubo diferencia significativa en el consumo de alimento entre los grupos
alimentados con las dietas 5001 y 5008 (p>0.05).
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Figura 2. Consumo de alimento. Se midi6é diariamente el consumo de alimento de cada uno de los
animales, durante toda la duracion del tratamiento, 81 dias. Los valores representan la media + EE;
n=5 por tratamiento.

En la Figura 3 se muestra el consumo de agua de los animales de cada una de las dietas.
El grupo alimentado con la dieta rica en grasas consume 28.4% menos agua que el grupo
alimentado con la dieta de laboratorio 5001 (p<0.001), y 19.6% menos que el grupo
alimentado con la dieta de laboratorio 5008 (p<0.001). Mientras que el grupo alimentado
con la dieta 5008 consume tan solo 10.9% menos agua que el grupo alimentado con la
dieta 5001.
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Figura 3. Consumo de alimento. Se midi6 diariamente el consumo de alimento de cada uno de los
animales durante todo el tiempo de tratamiento, 80 dias. Los valores representan la media + EE;
n=5 por tratamiento.

En lo referente a la concentracién de glucosa en sangre, después de 81 dias de la
alimentacion con cada una de las dietas, los grupos alimentados con las dietas 5001 y
5008 no presentaron diferencia significativa (p>0.05), sin embargo, el grupo alimentado
con la dieta rica en grasas mostré un incremento del 25.6% en la concentracion de glucosa
con respecto a las otras dietas (Cuadro 2), alcanzando una concentraciéon promedio de
141.5 mg/dl, mientras que los grupos de las dietas 5001 y 5008 alcanzaron una
concentracion promedio de 103.8 y 106.8 mg/dl, respectivamente.

En cuanto a la concentracién de colesterol alcanzada por los diferentes grupos a los 81
dias de alimentacion, el grupo con la dieta 5001 alcanzé una concentracion promedio de
83 mg/dl, mientras que el grupo de la dieta 5008 mostré un incremento del 9.5% con
respecto al grupo de la dieta 5001 (p<0.01), con una concentracion promedio de 91.71
mg/dl. Mientras tanto, el grupo con la dieta 5008-M alcanz6 una concentracion promedio de
106.6 mg/dl, presentando un incremento del 14% con respecto al grupo de la dieta 5008, y
del 22.1% con respecto al grupo de la dieta 5001 (Cuadro 2).

Al final de la evaluacién de las dietas, el grupo alimentado con la dieta 5001 llegb a una
concentracion promedio de triglicéridos de 92.25 mg/dl, mientras que el grupo de la dieta
5008 alcanz6 una concentracién promedio de 116.2 mg/dl, lo que representa un aumento
del 20.6% con respecto al primero (p<0.001). El grupo alimentado con la dieta rica en
grasas mostré un aumento en la concentracion de triglicéridos del 22.7% con respecto al
grupo de la dieta 5008, y del 38.6% con respecto al grupo de la dieta 5001 (p<0.001),
alcanzando una concentracion promedio de 150.3 mg/dl (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentracion de glucosa, colesterol total y triglicéridos al final de la evaluacion de las
dietas.

Dieta Glucosa Colesterol (mg/dl) | Triglicéridos
(mg/dl) (mg/dl)

5001 103.8 + 4.35 83 +2.55 92.25 + 4.99

5008 106.8 + 8.07 91.71+5.44° 116.2 +3.96 "

5008-M | 141.5+10.28% |106.6+241° 150.3 +4.27?

2p<0.001 vs 5008; °p<0.01 vs 5001; n=5 por tratamiento
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SPINREACT

¢ [Eimcomea ]

Glucosa
EOD-POD. Liquido

Determinacion cuantitativa de glucosa
VD

‘Consenrdar a 2-5°C

PRINCIPID DEL METODO

La glucosa ooddasa (G0D0) catallza la oxdacion de glucosa 3 ackdo

gmmnmmmmm,m:mmm

miedlante un aceptor  cromiogenico oxigeno, fenal, 4

mnhﬂﬂ,mmmnpﬂth]
F-D-GIICOEE + Oy + HyD —o 4 Anio giuconiot + HyDy

Hyy + Fenal + 4-AF —22» Quinona + HyD

La Inteneiad del color formaro 26 praparzional a 13 concentracion de
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Fenol 0,3 mmokL
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GLUCDSE cAL | Palrin primara acuoso de Glucosa 100 mgidL

PREPARACION
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CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD

Todos los componentes del kit son eslables, hasla @ Techa de
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- Equipamilanis habiual de laboratonio.

MUESTRAS
Suero o plasma, libre de hemalsis’.

El uena debse separanse | antes posible del coaguio.
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CARACTERISTICAS DEL METODO
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determinacion de |3 glucosa

HOTAS

1. La callbracion com e Paindn acwoso puede dar lugar 3 emmes
sistematicos en melodos automaticos. En esle caso, se recomienda
utiizar callbradores SEricos.

Usar puntas de pipeta desechabies lImplas para su dispensacion.
SPINREACT dispone de Instruccioness detalladas para la
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Colesterol
CHOD-POD. Liquido

Determinacion cuantitativa de colesterol
o

Conservar a 2-8°C

PRINCIPID DEL METODO

El colestenal presente en |a muesira origina un compuesio coloreacs
segun |3 reaccion sigulente:

Esteras calestenal + H.O —=FE_, Coissteral + ACKIOS Qrasos
Coesteral + 0, “H9P | 4 Colestenona +H O,

2H,0, +Fenol + d-Aminctenazona T Quinoniming + 4H,0
La Intensldad el color formasa es proporcional 3 1a concentracion oe
mmmmhmm

SIGNIFICADD CLIMICO

El coiesterol 85 una susiancla grasa presente en bodas las calulas del
erganisma. El higasa produce naturamente todo ef colesteral que
necesta para formar las membranas celularss y produc clestas
hormonas. La deferminacion ool colesterol &6 una o2 las
heramientas mas Importantes para o diagnesfics y clasiicacion de
las Npemias. El auments del nivel o2 colesterol &5 uno de kos
principaies faciores de nesgo cardlovascular™.

El diagnostica clinics debe reallzarse tenlendo en cuenia todos los
datos clinicos ¥ de Iabaratorio.

REACTIVOS
BIFES pH 6.0 S0 mmoiL
Fenal 26 mmoiiL
" Colesterol esterasa (CHE) 1000 UL
Colesternl oxidasa (CHOD) 300 LIL
Parmdasa (POD) B50 LIL
4 - Aminotenazona (4-AF) 0.4 mmoil
CHOLESTEROL CAL Patron primario acuceo de Colesterol
PREPARACION

Todos a6 reactivos estan lIstos para su uso.

CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD

Todos los componentes del kKt son eslables hasta la fecha de
caducldad indicada en |a etlgueta del vial, cuando s& mantenen
Ioe viakes blen camados a 2-8°C, protegkdos de 3 uz y B2 evlia Eu
contaminacion. Ma usar reaciivos fuera de la fecha Indicada.
Indicadores de deteriors de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancias (&) del Blanca a S05nm o+ 0.26.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofolometro o anallzador para leciuras a 505 nm.
- Cubetas g2 1,0 cm d2 paso de Uz,

- Equipamisnto habitual de labaratorks.

MUESTRAS
Suerc o plasma’”. Establidad de la muesira 7 dias 3 2-6°C y 3
meseE 5| 5& mantiene la muestra congelada (-20°C).

PROCEDIMIENTD
1. Condiclones del ensayo:

Langiud de onda: . o...... 505 nm (S00-550).
Cubela:. ... .... .................'|(:I'I1|]EE|I:IGE|LIZ
Temperaiura . . e e 15-25°C
z ﬂumﬂemmmmuamumeamadmm
3. Pipatear en una cubeta:
Blanca Palrén Muestra
R[mL 1,0 1,0 1,0
}“““u Ly - 0 -
mestra.q.ul.] - - i

4. Mezclar e incubar S min @ 37°C ¢ 10 min a 15-25°C.
5 Leer la abscrbancia (A) del patrom y la muestra, Trente al
Blanco de reaclvo. El color es estable como minima 60

CALCULDS

(AMUSEYE - e, Fairon = mgidL de colesteral en la mussta
{AJFalen

Factor de converslon: mg'dlL x 0,0258= mmol/L

CONTROL DE CALIDAD

Es convenlente anallzar unte con las muestras sueros  control
valorasos:

SPINTROL H Normal y Patoltgico (Ref. 1002120 y 10022100

5l los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancla, se
debe revisar los Instrumentos, [os resctives ¥ la calbracion.

Cada |aboratorle debe disponer su proplo Confrol de Calkdad y
establecer comecciones en & caso de que los confroles no cumplan
can |as toleranclas.

VALORES DE REFERENCIA
Ewaluacion del riesga™®:

Menos de 200 mgidL Mormal
200-239 mgidaL Moderado
240 o mas Alta

Estos valores son orlentathvos. E6 recomendable que cada laboratorks
eslablezca sus proplos walores de referencla.

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde & Wmits de defeccion 0,113 mg/dL hasta el
Timite g2 Inealkiad 750 mgrdL.

5l |a cancaniracian de la muestra e6 superor a Iimite de Inealidad, diur
1i2 con CINa & gL y mubiplcar el resultaga final por 2.

Precislan:
infragerie n-o0) ] [ Titerserle (n-20) )

Medla
; 99789 185309 B6.34E 184962

] H
1.3 1.405 4.196 12.773

| (maraLy
CV %) 1.216 0736 4.355 6.806

Senalbllidad analitica: 1 mo/dL = 0,0015 (&)
Exacfifud: Los reactives SPINREACT na muesiran diferenclas sistematicas
skgnificafivas cuando S& COMParan con oiros reactives comerciales.

L= resultados cbienkos con S0 muesiras fueron 106 sigulentes:
‘Coeficiente ge correlacion () 0,9968.

Ecuacion de |a recta de reqresiin: y= 0.9787x + 2 2603

Las caracieristicas ded mebodo pueden varar s2gan el analizadaor ublllizado.

INTERFERENCIAS
Mo B2 han observado Interferencias oe hemoglobina hasia 5 giL y
plirubina hasta 10 mgial'®. Se han descrto varlas orogss v otras
subsianclas gue Imtarfleren en la detesminacion ded Colesteral™.

NOTAS

1. CHOLESTEROL CAL: Debiio 3 la naluralkers del producto, es
aconsejable fratario con sumo culdaso ya que e puede contaminar con
Tadlidad.

2 LCF{Lipkd Clearing Factor) esta imeqrado en el reactivo,

3. La calbracion con el Palron acuoso puede dar lugar @ Emores

Gistemalicos en métodos automaticos. En este casa, se recomienda

utillzar callbradores SEricos.

Lisar puntas de pipeia desechabies IMplas para 5u dispensacian.

SPINREACT dispona de Instrucclonss detaliadas para ks aplicackin

de eate reactive en distintos analizadores.

BIBLIOGRAFIA

T.  Nato HM Cholesfercd Kaoian 4 = al. OAn Chiem The O Mosiy Co. SfLowls,
Toronfo. Prinosion 1004; T'I‘N-'I'TM and' 437,

2 Mmamol Foefoal The 4 4 Chromogenic

Sysiern. Ciln Oivam 1978 34 (121 201-2706

‘Yoong D8 Effecis of drugs on CKnizal Lad. Tesis, 4th ag ASCC Press, 1008,

‘Yoong D& Efects of disegce on Dincal Lol Tesls, 4th ed AAST 2007,

Eurts A ef @l Theiz Texfook of Cénical Chamisiy, Brd eg AACC 1000

Ti=tz W W et ol Dindcal Gwice o Ledoraiony Tesls, 3 ad AACC 1006

PRESENTACION

Ref: 41020 2x mL

Ref: 41022 2% 100 mL
Ref. 41021 2x 230 mL
Ref. 41019 1 x 1000 mL

4.
5.

pma

= a

L FORTADORES EX CLUSADS : LAS CENTER DE WENIDO SA4.CECN,
Ciolirs du baa Terrraa K35 Prace. Bouleveres Heucsd pen Bde.de Bisks CF. 53140
TEL! T (35 1390 7T LADA SNECSTO 01 B0 300 5PN [T7be)

e pirasct o infof pmsctosnme:
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SPINREACT

c¢ | TRIGLYCERIDES -LQ |

Trigliceridos
GPO-POD. Liguido

]

Conservara 2-5°C

FRINGIFIO DEL METODO
Los irighcéridos Inc con lpof {LFL] Nberan glicerol ¥
&cidos. grasos lores. El glcersl es i par glic
deshidmgenasa (SP0} ¥ ATF =n presencia de gicersl quinasa (SK) para
producir giicerol-3-fosfabe {S3F) vy ademosina-S-diosisio (ADPL El G3F
=5 epfonces converiido a dbidroxiacetons fostatc (DAP) y perdxido de
hidrogena [HyDyl por GFO.
Ad final, el p=réxido de hidrogeno (HzOy) rescciona con 4-amincésnazona
{3-AF] ¥ prciorofenal, reacciin catallzada por la perokasa (FOD) dando
una cakraclén roja:

LPL

Trigicérdes + HyD ——— Glicerdl + Acidos grasos [bees

Gligerl « ATR —SHERQENASY | oop, e

GIP + Oy —o02 & DAP + Hyg

HiDg+ 4-AF + [-C 0 . quingna + Hyo
La int=nsiiad del color fommado es prnp-ur:lunul a la concentrackn de
iriglicéridos presenbes &n la mu=sira ensayada "'

BIGHIFICADD CLINIGO

Laos triglicéridos son grasas que suminisiman energia a la céjula.

Al igual gue e] colesterol, son ransportsdos a las chdfas el organismo
por las lipoprotzinas. en ka sangre.

Una di=is alta e=n prasas ssfuradas o carbohidraios puede elevar los
nkieles de Erdglicéddos.

Bu aumento =5 relattvamente inespeciico. Diversas dolenclas, como
clerias disfunciones hepdficas [chmosis, hepatEls, ubu'h'l.lc:lnn blar} o
diabetes meilius, pueden =star asocladas con su slevacion®

Bl dlagnostico ciinico debe realizarss f=nl=ndo en cusnka Iodnu: o3 dabors
clinicos y de laboratorio.

REACTIVOE
GOOD pHTS SO memialiL
p-Clorofenol 2 mmalL
Lipoprotein lipass [LFL) 1SD000WL
R Glicenl quinasy (GK] 500 LWL
Glicenl-3-oxidasa {GPO) 3500 WAL
4 - Aminoferazrons  (4-4F) 0,1 mmallL
ATP 0,1 memalfL
440 VL
TIﬂBI.'l'GEHII:E,I CAL | Calbrador primano de Triglcérdes 200 mgrdl

PREPARACION
El reaciled ¥ el callbrador estan lisios para su uso.

CONBERVACION ¥ EETABILIDAD

Todos ks componentes del Kt son estables, hast s fecha de caducidad
Indicada =n la etigueta del vial, cuando 3= manbenen los wlales bien
CoETados a 3-83C, prolegidos o= la ez ¥ se evil su contaminacicn.

Mo usar resctivos fuera de la fechas indicada.

TRIGLYCERIDES CAL

‘Una vez ablerin, &5 estanie 1 mes sl 52 manbenen los sales blen cerados
& 2252, profegldos de laluz ¥ se evia su contamdnacian.

Dsterloro de los resotivos

Lam s de Indica i #8n del reaciio.

Absorbancias {A) Varaciores en las lecturas de Blancos de reactivos wio
‘Calbradores, Indican contamiracion o deterkm.

del Blanco @ 505 i = 0,440,

MATERIL ADICIOMAL

- Especiofoiometro ¢ analzagor para kecluras a 505 nm.
- Cubetas de 1,0 cm de paso de Iz
- Equipamients habtual de labaratorio.

MUESTRAS

Suera y plasma’.
Establldad oe la muestrar 5 dias a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO
1. Condichones del ensayo

2. Alustar el especirafatometno a cero frente a agua desiiada.

3. Pipetear en una cubetac

- e EL huess |
R L 10 10 10
TI-F“Tn}“"W T} - 0 -
MhIEETa [ul) = = 0

4. Mezclar e Incubar S minutos & 37C o 10 min. 3 15-25°C.
3. Leer |3 absomancia (A) ded callbrador v 1a muestra, frente al Slanco
de reacivg. B color es estable como minima 20 minusos.

CALCULOS
(AJMusETa
A )Palrtn

Factor de conversion: mgioL x 0,0113 = mmoiL.

CONTROL DE CALIDAD

Es convenlenis analizar junto con s muesipas suess control valorados:
BPINTROL H Hormal y Pabslogico (Ref. 1002120 y 10022100

21 los valores hallados se =ncusniran fuers ded rargo de tolerancla, se debe
meyvisar los Insfrumenios, los reactivos y la callbracddn.

Cada laborators debe @ispomer su proplo Control de Caldsd y esiablecer
comecciones en =] caso de que los controles no cumplan con ks folerancias.

WALORES DE REFERENCIA

Hambres: 40 — 180 mgidL
Mdujares: 35 — 165 mpddl

K 200 (Conc. Fainda) = maidL de triglicendos en la msesim

Esios wvalores son ofeptstvos. Es recomendable que cada  laborsioric
=stablexca srs proplos valores de referencla.

CARACTERISTICAS DEL METODO
Rango de medlds: Desde 2 Omife de deteccidn 5,85 mgidL hasta & dmide
uemea.mad mtl:lmg'dl_

de |3 muesia es 5
1ﬂmCIMBQLymﬂm
Precision

H IrI'lJE de Nn=allidad, dilulr

Imfragerie (=20 Intersere {n=20)

Medla L 123 205 124 204

| =0 | a08 } 1 | 489 ] 4.6 |
CV (%) 249 079 392 208

Sensibiigad analtica: 1mgra. 0,0011 A).

Exaciivd Log reaclivoe SPINREACT (y) no muestran dferenclas

sisiematicas  significatiias mmﬂ:l 58 COMparan con ofos reactivos

comerciales (x).

Las caracieristicas ded medoda pueden varar segan el analizadar wilizado.

INTERFERENCIAS

Mo s& han mr:mmmxnumnm:im wmal’l,
In =10 g/'L*

Se han gescrbo umumgasrinias substanclas que Interfieren en la
determinacion de los triglicandos™.

HOTAS

1. La callracion con el Pabmn acuoso peede dar lugar 3 ercres slstzmaticas
=n m&odos sutomAficos. En este caso, se recomienda wiilzar callbradores
Séricos.

2. Usarpuntas de pipeta desechables limplas para su dispensaciin

3. BPINREACT dicpons de Inctruoclonss detalladsc para ks aplioaslon de
wscte reaotivo en dictinfos anallzadores.

EIBLIOGRAFIA

1. Eucoolo G =t al. Quanfisive determinafon of ss=um Fighcerdes by use of
enzimes. Cin Chem 1973; 19 (5} &76-852.

Z. Fossall Petal. Gin. Chem 1582; 28{90): 2077-2080

3. Kaplan A ef al Tryglycerides. Clin Chem The ©.v. Mosby Co. 52 Lowls. Toromio.
[Frincefon 1584; 437 and Lipids 1134-1208.

4. Younp DE Effects of drugs on Clnical Lab. Tesss, 410 &0 AACD Press, 1985,
5. Younp DE Effects of disease on Clnical Lab. Tests, 48 ed AACC 2001,
&, Buris Aetal Tielz Texibook of Cinkcal Chemisiry, 3nd ed AAGC 1933
T.  Tisiz W'W et al Clinical Guide o Laboratory Tests, 3nd ed AAGC 1935
PRESENTACION

Ret 41030 1x50mL

Ref 41031 12150 mL

Ref. 41032 12100 mL

Ref: 41033 1% 500 mL

©

S FOAT ADDAES ENC LLEIVOE, | LAE CENTER D BEKDSA DECV.
ol irun cha | wa Tarrm #25 Frace. Boubrarm H Bk, cha Mebiiwien CF. 531400
TEL:| ul#|mm!l.mﬂmmmj SFIH T
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