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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antiinflamatorio in vitro de las
fracciones orgénicas de extractos de Calea uriticifolia (Mill.) DC. a través de la
cuantificacion de TNF-a y determinar la fraccién bioactiva para su caracterizacion

quimica.

Se realiz6 la evaluacion de la actividad biolégica en cultivo de células
mononucleares humanas (CMN) de 9 fracciones obtenidas a partir del extracto
etandlico, 4 extractos de diferente polaridad (hexano, diclorometano, etanol y agua)
obtenidos por percolacién, 11 fracciones del extracto diclorometano y 12 del
extracto hexanico. Se tomaron CMN de cinco individuos sanos, las cuales fueron
cultivadas con los diferentes tratamientos. Experimento 1y 2: 88, 8.8, 0.88 y 0.088
pHg/mL, experimento 3y 4: 88 y 8.8 ug/mL de cada una de las fracciones/extractos
diluidos en DMSO 1%; control de células sin estimulo, control de LPS 1 pg/mL,
control de indometacina 5 pg/mL, control DMSO 1%. Tras 24 hrs de incubacion, se
obtuvo el sobrenadante que fue analizado para determinar la concentracion de
TNF-a mediante la técnica de ELISA. Con los datos obtenidos se hizo un analisis

de varianza y un posterior andlisis de comparacion de medias de Tukey.

Se determinaron los compuestos quimicos presentes en las fracciones mas activas
mediante CG/EM tras un proceso de derivatizacion. Se realizé la identificacion de
lactonas sesquiterpénicas por cromatografia en capa fina en las fracciones activas,
asi como la purificacion y determinacién de Rf de los productos puros mas
abundantes, los cuales fueron sometidos a un andlisis por espectroscopia

infrarrojo.

Los resultados obtenidos mostraron que las 9 fracciones obtenidas a partir del
extracto etandlico presentaron efecto inhibitorio de TNF-a dosis dependiente
(p<0.05). De los extractos obtenidos por percolacién, tres presentaron efecto
inhibitorio de TNF-a en comparacion con el grupo estimulado con LPS, sin ser

diferentes entre ellos (p<0.05). Las fracciones 8 y 9 del extracto diclorometano y 9
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y 10 del hexanico presentaron efecto inhibitorio de TNF-a comparado con el grupo
estimulado con LPS. Siendo este efecto antiinflamatorio igual al del grupo tratado
con el farmaco prototipo antiinflamatorio (indometacina) para las fracciones 8 y 9
de diclorometano; en cambio las fracciones 9 y 10 presentaron un mayor efecto
antiinflamatorio que el observado con indometacina (p<0.05). En las fracciones
activas fueron identificados los siguientes compuestos: acetato de fitol, transfitol,
fitol, &cido palmitico, acido malico, acido linoleico, &cido linolénico, oftalato de
isooctilo, oftalato de 2-didecanilo, acido oftalico; de estos, los acidos: palmitico,
linoleico y linolénico, asi como el fitol han sido reportados en la literatura como
compuestos que presentan actividad antiinflamatoria. Manchas negras, verdes y
rojas observadas en la cromatografia en capa fina correspondieron a lactonas
sesquiterpénicas. Fueron obtenidos 9 compuestos (C) puros, siendo mayoritarios
2 de ellos (C3 y C5) con un Rf de 0.5366 y 0.6098 respectivamente. El espectro
infrarrojo de cada uno de estos dos compuestos mostro similitudes entre si, se
observaron bandas que indican presencia de vibraciones de tension de O-H, C=0,
C-O y Csp3-H, lo que nos indica que se puede tratar de isémeros del mismo
compuesto ademés de que estas bandas son caracteristicas de fragmentos
moleculares de tipo carbohidrato.

La inhibicién de TNF-a in vitro de los diferentes extractos y fracciones de Calea
urticifolia (Mill.) DC esté sujeta a la polaridad del extracto con la que se obtenga,

asi como a la fracciébn organica estudiada y a su composicion quimica.
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1. INTRODUCCION

En México, las plantas curativas o medicinales son un recurso de uso terapéutico
por excelencia y actualmente son empleadas de manera complementaria dentro
de los programas de salud (Sector Salud y el Instituto Mexicano del Seguro Social
-IMSS), lo que permite asociar el conocimiento tradicional con el cientifico, siendo
esta relacion importante en la conservacion de la biodiversidad global y en el uso

sustentable de los recursos naturales (Canales, 2006).

Esta incorporacion de la medicina tradicional a los programas de salud, es
consecuencia del reconocimiento de su valia, que en la actualidad se respalda en
la validacion de los efectos terapéuticos y el reconocimiento quimico de los
componentes naturales responsables, y que son considerados base de la medicina
contemporanea. Esto ha generado el creciente interés de estudios orientados a
reconocer la efectividad de las plantas utilizadas por los grupos indigenas
(Bermudez et al., 2005; Llorach et al., 2007; Merino, 2011).

En el aflo 2007 se define el programa Nacional de Salud 2007-2012, refiere
“Promover el estudio y validacion cientifica de las medicinas tradicionales y
complementarias” con la finalidad de fortalecer los servicios de salud a través de
la incorporacion formal de la medicina tradicional en el sistema de salud (UNAM,
2009). A través de: disefar y operar una politica de ensefianza de medicina
tradicional y complementaria en el Sistema Nacional de Salud, incorporar en las
demandas del Fondo Sectorial de Investigacién en Salud y Seguridad Social la

investigacion en medicinas tradicionales y complementarias (UNAM, 2009).

Calea urticifolia (Mill.) DC., especie de interés de esta investigacion, es una planta
conocida tradicionalmente como negrito por la etnia xi’oi de la regién de La Palma
comunidad del municipio de Rayon, en el estado de San Luis Potosi. Estudios
recientes a través de una investigacion etnobotanica demostré que esta planta es

utilizada de manera tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades



como: dolor de estdbmago, de cabeza y en general, inflamacién, gastritis, diabetes
mellitus, hipertensién, diarrea, empacho, bilis, vdmito (Guzmén, 2010).

Dentro de los aspectos farmacolégicos validados se destacan sus efectos:
antifingico (Gamboa-Angulo et al., 2005), inhibitorios de la diferenciacién
preadipocitaria (Matsuura et al., 2005), citotoxico en células de cancer de colon y
leucemia (Yamada et al., 2004; Nakagawa et al., 2005; Ohguchi et al., 2009),
antioxidante (Umemura et al., 2008), para tratamiento de Ulcera géstrica y
bactericida (Borges del Castillo et al. 1981; Matsuura et al., 2005).

Guzman y colaboradores (2010), identificaron la capacidad antiinflamatoria del
extracto etandlico de la C. urticifolia sobre la inflamacion aguda mediada por la
estimulacion del sistema inmune por carragenina y el proceso inflamatorio crénico
de bajo grado asociado al tejido adiposo (TA) tras una alimentacion rica en grasas
in vivo. Los resultados demostraron la capacidad antiinflamatoria del extracto
vegetal, através de la inhibicion de la secrecion de citocinas proinflamatorias como
el TNF-q, IL-1 B e IL-6, asi como la estimulacién de la secrecién de adiponectina,

adipocina responsable de contrarrestar el efecto proinflamatorio sobre el TA.

Este hallazgo indudablemente, corroboré el efecto medicinal antiinflamatorio
atribuido tradicionalmente a C. uriticifolia por la etnia xi'oi, sin embargo, la
relevancia del estudio radica en la capacidad del compuesto etanélico en interferir
en la inflamacién mediada por el sistema inmune y sobre el TA, es esta Ultima de
gran importancia, debido a que este tipo de proceso inflamatorio crénico de bajo
grado, esta asociado con la resistencia a la insulina, la cual es responsable a largo
plazo de la generacibn de enfermedades crénico degenerativas como la

arterosclerosis, hipertensién y diabetes mellitus (DM).

Tales enfermedades sefialadas como principal causa de muerte en nuestro paisy
consideradas como un serio problema de salud publica (Guzméan, 2010; INEGI,
2010).



Por otra parte, existen evidencias sobre la caracterizaciéon quimica de los
compuestos aislados de C.  urticifolia, entre los cuales destacan

sesquiterpenlactonas dentro de los que se encuentran algunos germacranolidos:

5 heliangdlidos y 3 nuevos obtenidos de raiz (Bohlmann, F. & Jakupovic, J, 1979);
caleina D, 2,3-epoxi-caleina D, juanislamina (Borges del Castillo et al., 1980) y 2,3-
epoxi-juanislamina (Borges del Castillo et al., 1981); 3,10-epoxi-9-(3-metilbutanoil)-
8-(2-metilpropenoil)-15-hidroxi-1-oxo-germacra-2,4,11(13)-trien-2,6 —o0lido; 3,10-
epoxi-9-(3-metil-2-  butenoil)-8-(2- metilpropenoil)-15-hidroxi-1-oxo-germacra-
2,4,11(13)-trien-12,6-0lido;3,10-epoxi- 9-angeloil-8-(2-metilpropenoil)-15-idroxi-1-
oxo-germacra-2,4,11(13)-trien-12,6-noil)-15-hidroxi-1-oxo germacra 2,4,11(13)-
trien-12,6-olido, cinco heiangdlidos, ocho isoeugenoles derivativos y un
fluoroglicinol derivativo (Bohlmann & Jakupovic, 1979); caleolactona A,
caleolactona B y 2,3-epoxicaleolactona A (Herz & Kumar, 1980).

Tales sesquiterpenlactonas han sido valoradas experimentalmente en su actividad
bioldgica, entre las que destacan su capacidad citotoxica en células carcinogénicas
U937 (Yamada et al., 2004), y sobre su inferencia en la diferenciacién adipocitaria
en células 3T3-L1 (Matsuura et al., 2005).

De acuerdo con lo anterior, se tiene interés en identificar y caracterizar
guimicamente la molécula responsable del efecto antiinflamatorio de C. urticifolia,
con base en una matriz polar que asemeja las condiciones de extraccion en la
medicina tradicional, de esta manera se contribuye al conocimiento quimico y
farmacoldgico de esta especie, asi como a encaminar las investigaciones futuras

a la generacién de fitomedicamentos de caracter preventivo.

2. JUSTIFICACION

Recientes investigaciones han revelado que la inflamacion crénica de bajo grado,
es otro componente del sindrome de resistencia a la insulina. Tal hecho dirige que

una respuesta inmunoldgica e inflamacion sistémica mediada por el TA puede

3



subyacer al desarrollo del sindrome metabdlico y como consecuencia a la DM. En
México existe una amplia diversidad de plantas utilizadas para el control de la
hiperglucemia; sin embargo, soélo algunas de ellas han sido evaluadas
farmacolégicamente con la finalidad de corroborar el conocimiento tradicional
indigena, asegurar su uso y reconocer fuentes naturales potenciales para el
tratamiento de la DM (Guzmén, 2010). Los resultados que arrojan estos estudios,
se han dirigido hacia la reduccién de la concentracién de glucosa en sangre, sin
embargo a pesar de la valia de estos estudios, adolecen de estrategias
farmacoldgicas encaminadas a la prevencion de la generacion de la enfermedad,;
la cual inicia a través de la produccion de una resistencia a la insulina por las
células (Lozano, 2002; Krakof et al. 2003; Dominguez et al., 2005; Tellez, 2005;
ADA, 2007).

Tal resistencia corresponde a una anormalidad celular compleja que implica a
varios organos, especialmente al tejido adiposo, al higado y al musculo
esquelético, y que predispone a varios defectos metabdlicos (Martinez, et al.,
2003).

Los farmacos convencionales antiinflamatorios no esteroideos (AINE)
generalmente ocasionan alivio en periodos de tiempo significativos, pero
desafortunadamente no han tenido éxito contra desordenes de inflamacién crénica,
la que ha sido relacionada con enfermedades como cancer, DM, Alzheimer, artritis
reumatoide, alteraciones pulmonares, cardiovasculares, y autoinmunes (Bharat, et
al., 2006).

Debido a esto, se considera relevante evaluar la potencialidad de las especies
medicinales para el tratamiento de estas enfermedades y generar la iniciativa del
desarrollo de antiinflamatorios seguros y eficaces (Debabrata, et al., 2001; Kim, et
al., 2004). De acuerdo con lo anterior, la inhibicién del proceso inflamatorio, asi
como sus componentes activadores como las citocinas proinflamatorias podrian
contribuir a los mecanismos preventivos y/o regulatorios de la resistencia a la
insulina y prevenir o retrasar la aparicion de las enfermedades relacionadas con

este sindrome. Por lo tanto, esta propuesta de trabajo da continuidad a la



evaluacion farmacologica de C. urticifolia especificamente en la caracterizacion de
la fraccion quimica responsable de su efecto antiinflamatorio, con la finalidad de
profundizar el conocimiento y uso de la especie, asi como contribuir con la
conservacion de la misma, debido a que también forma parte de la reserva de los

habitats naturales donde se distribuye de manera silvestre.

3. HIPOTESIS

Fracciones organicas del extracto etandlico de C. urticifolia, presentaran efecto

inhibitorio de la secrecion de la citocina proinflamatoria TNF-a in vitro.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antiinflamatorio de la fracciones organicas del extracto etandlico
de C. urticifolia., a través de la cuantificacién de la citocina proinflamatoria TNF-a

in vitro y determinar la fraccién bioactiva para su caracterizacion quimica.

4.2 Objetivos especificos

Investigar los compuestos quimicos contenidos en diferentes extractos de la

planta mediante el estudio fitoquimico preliminar.

e Obtener las fracciones organicas a través de cromatografia en columna.

e Evaluar farmacolégicamente el efecto antiinflamatorio de las fracciones

organicas in vitro.

e Caracterizacion quimica del extracto organico con mayor efecto terapéutico, a
través de técnicas de identificacion espectroscopica infrarrojo y espectrometria

de masas.



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se dividid en tres experimentos, los cuales seran

descritos a continuaciéon en formato articulo:

Experimento 1. ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR DE EXTRACTOS
ACUOSOS Y ORGANICOS DE Calea urticifolia (MILL.) DC.

Experimento 2. VALORACION DEL EFECTO ANTINFLAMATORIO DE
EXTRACTOS Y FRACCIONES ORGANICAS DE Calea urticifolia (MILL.) DC.

Experimento 3. CARACTERIZACION QUIMICA DE LA FRACCION BIOACTIVA
DE Calea urticifolia (MILL.) DC.



5.1 EXPERIMENTO 1

ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR DE EXTRACTOS ACUOSOS Y
ORGANICOS DE Calea urticifolia (MILL.) DC.

RESUMEN

Calea urticifolia (Mill.) DC es una planta que pertenece a la familia Asteraceae y
que es utilizada de manera tradicional por la etnia xi’oi de la regién de La Palma
en San Luis Potosi por su accién antiinflamatoria, efecto terapéutico que sugiere
estar relacionado con la composicion quimica de sus metabolitos secundarios. Por
lo anterior, se identific6 a través de un analisis fitoquimico preliminar los
componentes quimicos presentes en extractos organicos de diferente polaridad
(hexano, diclorometano, etanol y metanol) de la planta. Los resultados mostraron
la presencia de grasas, carbohidratos, flavonoides, saponinas, heterésidos
cardiotonicos, taninos, alcaloides, terpenos y lactonas sesquiterpénicas. La
presencia de algunos de ellos sugiere que pudieran estar asociados a los efectos

terapéuticos como agente antiinflamatorio.

1. INTRODUCCION

En México, las plantas curativas son un recurso de uso terapéutico por excelencia
y que puede constituir un elementos fundamental para implementar nuevos
programas de salud que permitan relacionar el conocimiento tradicional con el

cientifico (Canales, 2006).

En la actualidad, se ha incrementado el uso de la medicina tradicional como
alternativa para mejorar el estado de salud, como por ejemplo, se ha generado una
importante investigacion en la busqueda de nuevos y seguros agentes
antiinflamatorios basados en la medicina tradicional, ya que este conocimiento
empirico que es transmitido de generacion en generaciéon ha permitido el desarrollo
de sustancias quimicas que son la base para la generacion de farmacos
(Bermudez, 2005).



Para la Republica Mexicana, del total de su existencia de especies vegetales, se
considera que el 50% posee propiedades medicinales, constituyendo un medio

valioso en los sistemas de salud (Guzman 2010).

Calea urticifolia es un arbusto que pertenece a la familia Asteraceae, es utilizada
de manera tradicional por la etnia xi’oi de la region de La Palma en el estado de
San Luis Potosi, para el tratamiento de diversos padecimientos, como lo son:

diabetes mellitus, gastritis y problemas digestivos e inflamatorios (Guzman, 2010).

Guzman y colaboradores (2010) demostraron del extracto etandlico de la planta la
capacidad inhibitoria en la secrecién de citocinas proinflamatorias asociadas con
inflamacion aguda y cronica in vivo. Este resultado sugiere que el extracto etandlico
de la planta presenta componentes quimicos capaces de inducir el efecto
terapéutico. Con respecto a su composicion fitoquimica, a nuestro conocimiento
no existe evidencia de antecedentes previos que permitan identificar los
metabolitos secundarios presentes en la especie y que dé indicio de la asociacion
de su efecto antiinflamatorio, que nos permita dirigir una elucidacion y
caracterizacion quimica de los compuestos responsables. Por ello, este trabajo
tiene como objetivo identificar cualitativamente a través de un estudio fitoquimico

los metabolitos que presenta la planta.

2. METODOLOGIA

2.1 Recoleccion del material vegetal

C. urticifolia, se recolect6 en la comunidad de Potrero del Carnero en el municipio
de Rayon de San Luis Potosi, teniéndose dos puntos de muestreo, en sus
alrededores a 21°52’29.8” N y 099°27°08.4” W a 903 msnm y dentro de ella a
21°52'27.6”’N y 099°27°00.6”W a 901 m de altitud. Anexo 1: Mapa de ubicacién del

sitio de recoleccion.



2.2 Preparacién del material vegetal

Una vez obtenido el material vegetal se colocaron los ejemplares en papel
absorbente por un periodo de 48 h, para separar las hojas de la planta;
posteriormente, éstas se secaron durante 15 dias al abrigo de la luz a una

temperatura de 22°C.

Se fracciond la planta y se pulverizaron las hojas, en un molino eléctrico (Osterizer
Pulsematic), se sometieron a cuatro extracciones independientes por maceracion
organica utilizando como solventes: hexano, diclorometano, etanol y metanol en

relacion 1:4 p/v.; asi como dos extracciones acuosas: infusion y decoccion.

2.2.1 Maceracion.
Se llevaron a cabo 4 maceraciones de diferente polaridad, con los solventes
hexano, diclorometano, etanol y metanol, a una proporcién 1:4 plv, las cuales
fueron colocadas de manera independiente en frascos color &mbar durante 10
dias, resguardados de la luz a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el

tiempo, se filtr6 para posteriormente concentrar por evaporacion del disolvente.

2.2.2 Infusion.
Se puso a hervir sobre una placa calefactora 100 mL de agua destilada en un

matraz Erlenmeyer, se tomaron 10 g de las hojas pulverizadas de C. urticifolia, se
adicion6 al agua y se retiré del calor inmediatamente que se adicion6. Se dej6
enfriar para posteriormente filtrar con papel filtro Whatman no. 2 y se coloc6 en

refrigeracién a 4°C, para su conservacion.

2.2.3 Decoccion.
Se colocé 10 g de las hojas pulverizadas de Calea urticifolia (Mill.) DC. en un
matraz Erlenmeyer, se adicioné 100 mL de agua destilada, se dejo hervir durante
10 minutos sobre la placa calefactora, una vez transcurrido el tiempo, se retiré del
calor, se dejo enfriar y se filtré con papel filtro Whatman no. 2. Una vez filtrado, se

dispuso a refrigeracion a 4°C.



2.3 Andlisis fitoquimico preliminar cualitativo de los extractos.

Dicho andlisis se llevé a cabo mediante reacciones de coloracion y precipitacion
para detectar la presencia de: carbohidratos, flavonoides y compuestos
relacionados, taninos, heterdsidos antraquindnicos, saponinas, glucésidos

cardiotonicos, heterosidos cianogenéticos, lactonas sesquiterpénicas y alcaloides.

Los métodos realizados para la identificacién de cada uno de los grupos quimicos

se muestran en el anexo 2. Los analisis se llevaron a cabo por triplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Preparacion del material vegetal

El rendimiento de los extractos por cada 100 g de planta fueron 1.92 g para hexano,
2.42 g para diclorometano, 3.46 g en el caso del etanol y 8.84 g para metanol. La
tabla 1 muestra el rendimiento y el nimero de metabolitos encontrados en cada
uno de los solventes de extraccion ordenados por polaridad creciente. Se observo
un incremento en el rendimiento de extraccion de acuerdo a la polaridad de los
solventes utilizados, siendo mayor para el caso de los solventes polares y mucho
menor para los no polares (metanol>etanol>diclorometano>hexano), indicativo de

qgue C. urticifolia puede tener mayor cantidad de componentes polares.

Tabla 1. Rendimiento por 100 g de planta y nimero de metabolitos encontrados en cada

uno de los solventes ordenados por polaridad creciente.

Solvente Rendimiento (g) Numero de metabolitos detectados
Hexano 1.92 5
Diclorometano 2.42 4
Etanol 3.46 7
Metanol 8.84 7
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3.2 Estudio fitoquimico preliminar

El estudio fitoquimico preliminar de las hojas de C. urticifolia mostro la presencia
de grasas, carbohidratos, heterosidos cardiotonicos, taninos, alcaloides,
triterpenos, flavonoides, saponinas y lactonas sesquiterpénicas. Los resultados se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados por extracto organico y acuoso del estudio fitoquimico preliminar de

las hojas de Calea urticifolia (Mill.) DC.

*Organicos *ACU0SOS
Metabolitos
E M D H I D
Lipidos + + + +
Carbohidratos + + + + ++ ++
Flavonoides + + - - + +
Flavonoles - - - +
Flavonas - + - -
Taninos + + - + + +
Catequinas - +/- - - + ++
Triterpenos y + + - -
saponinas
triterpénicas
Saponinas + - + +
triterpénicas
Heterdsidos - - + +
cardioténicos
Heterdsidos + - - -
con grupos
metilicos
libres
Organicos: E = Etanol, M=Metanol, D=Diclorometano, H=Hexano ** Acuosos: I=Infusién, D= Decoccion.

LI Indica pruebas no realizadas en esa polaridad (+) Presencia (-) Ausencia. El niUmero de (+) mayor
concentrado.
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Tabla 3. Resultados de pruebas realizadas en extractos generales del estudio fitoquimico

preliminar de las hojas de Calea urticifolia (Mill.) DC.

Prueba Resultado
Alcaloides +

Heterosidos -
antraquindnicos

Saponinas +

Heterdsidos -
cianogenéticos

Antocianinas (flavonoides) +

Lactonas sesquiterpénicas +

De acuerdo con los resultados obtenidos se han reportado diferentes tipos de
metabolitos secundarios que presentan actividad antiinflamatoria mediante
modelos farmacologicos in vivo e in vitro, por ejemplo, los terpenos y sus
compuestos relacionados (tales como las saponinas triterpénicas) han mostrado
disminucion de la produccién de IL-18, TNF-a e IL-6 en monocitos estimulados con
LPS con mecanismos que involucran un proceso inhibitorio de la activacion de NF-
kB (Huang, et al., 1988; Fujiwara, et al., 1998; Changa, et al., 1999; Thao & Lipsky,
2000; Silvester et al., 2001; An, et. al., 2002; Brinker, et al., 2007; Thuong, 2009).
Algunas saponinas triterpénicas pentaciclicas inhiben la induccion de la produccion
de Oxido nitrico al igual que disminuyen la produccion de TNF-a en células

microgliales estimuladas con LPS (Wu, et al., 2007).

En relacion con lo anterior los resultados mostrados en este estudio, se registro la
presencia de los compuestos anteriormente citados en todos los extractos

organicos evaluados (Tabla 1).

Los flavonoides son otro grupo de metabolitos secundarios que presentan actividad

antiinflamatoria, algunos presentan una disminucién en la activacion de TNF-a
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inducido y NF-kB, asi como inhibitorios de la produccién de NO y expresion de
INOS (Gerritsen, et. al., 1995; Manna et al., 1999; Xagorari, et al., 2001). Estos
flavonoides se encontraron presentes en los extractos etandlico y metandlico,

siendo el extracto metanalico el que presenta flavonoides y flavonas.

Por otra parte, el estudio fitoquimico de C. urtificifolia mostro la presencia de lipidos
en todos los extractos organicos. Arita y colaboradores (2005) demostraron que
particularmente los acidos grasos esenciales omega-3 ayudan a suprimir la
produccion de compuestos inflamatorios; ademas se describe que algunos lipidos
saturados e instaurados de mas de 14 carbonos presentaron actividad
antiinflamatoria en rata mediante induccion del proceso inflamatorio por
carrragenina (Pérez, et al., 2013). Otros lipidos tales como acido oleico, linoleico,
linolénico y erdcico han mostrado ser inhibitorios de prostaglandinas y supresores

de produccién de IL-2 en modelos in vitro (Guarrera, 2005).

Los taninos poseen también una accion antiinflamatoria al inhibir las citocinas
proinflamatorias TNF-a e IL-1B. (Vazquez, et al., 1996; Leon, et al., 1999; Habeeb
et al., 2007). Estos compuestos estuvieron presentes en casi todos los extractos,

acuosos y organicos, excepto en el extracto obtenido con diclorometano.

Las lactonas sesquiterpénicas han sido evaluadas como antiinflamatorias,
encontrandose el efecto debido a la inhibicién del factor NF-kB (Lyss, et. al., 1998;
Orofino, et al., 2012; Walshe-Roussel, et al., 2013); la planta de estudio presentd

estos compuestos en la prueba general llevada a cabo.

4. CONCLUSIONES

La planta Calea urticifolia (Mill.) DC. posee diferentes metabolitos, tales como:
terpenos y compuestos relacionados, flavonoides, lipidos, taninos y lactonas
sesquiterpénicas que sugiere que son los responsables de la actividad
antiinflamatoria, por lo que es una especie potencial de estudio para

reconocimiento de los compuestos causantes de dicho efecto.

13


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942213001866

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADA, American Diabetes Association and National Institute of Diabetes.
Disponible en linea: http://www.diabetes.org/

An S. J.; Pae, HO; Oh, G. S.; Choi, B. M.; Jeong S.; Jang S. I.; Oh, H.; Know,
T. O.; Song, C. E.; Chung H. T. 2002. Inhibition of TNF-alpha, IL-1 beta, and IL-

6 productions and NF-kappa B Activation in Lipopolyssaccharide-Activaded

RAW 264.7 Macrofages by Catalposide, an Iridoid Glycoside Isolated from
Catalpa ovata G. Don (Bignoniaceae). Int Inmunopharmacol 2: 1173-1181.
Arita, M.; Bianchini F., Alibeti J.; Sher A.; Chiang N.; Hong S.;Yang R.; Petasis
N.A, Serhan C. N. 2005. Stereochemical assignment, antiinflammatory
properties, and receptor for the omega-3 lipid mediador resolvin E1. J Exp Med
201: 713-722.

Bermudez, A.; M.A. Oliveira M.; D. Velazquez. 2005. La investigacion
etnobotdnica sobre plantas medicinales: una revision de sus objetivos y

enfoques actuales. Interciencia. Ago 30 (008): 453-459.

Bharat, B.; S. Aggarwal; S. Shishodia; K. Santo; M . K. Pandey; G. Senthi. 2006.
Inflammation and cancer: How is the link}. Biochem Pharmacol, 72:1605-
1621.Bermudez, A., Oliveira Miranda, M. A., Velazquez, D., 2005. La
investigacion etnobotanica sobre plantas medicinales: una revision de sus
objetivos y enfoques actuales. Interciencia, agosto, Caracas, Venezuela. 30
(008): 453 — 459.

Brinker A. M.; Ma J.; Lipsky P.E.; I. Raskin. 2007. Medicinal chemistry and
pharmacology of genus Tripterygium (Celastraceae) Phytochemistry 68: 732-
766.

Bohlmann, F. & Jakupovic, J. 1979. Neue germacranolide aus Calea urticifolia.
Phytochemistry 18:119-123.

14


http://www.diabetes.org/

Borges del Castillo, J. (et al.) 1980. Salvadorian compounds. I. Calein D and
2,3-epoxycalein D, two germacranolides from Calea urticifolia. Anales de
Quimica. Serie C: Quimica Organica y Bioquimica 77 (1): 90-92

Borges del Castillo, J. (et al.) 1981. Salvadorian compositae. Il. Juanislamin and
2,3-epoxy-juanislamin, two new sesquiterpenic lactones from Calea urticifolia.
J. Nat. Prod. 44(3): 348-350.

Canales, M. M. (et al.).2006. Andlisis cuantitativo del conocimiento tradicional
de las plantas medicinales en San Rafael, Coxcatlan, Valle de Tehuacan-

Cuicatlan, Puebla, México. Acta Botanica Mexicana 75: 21-43.

Changa D. M.: S. Y. Kuob; J.H. Laib; M. L. Changb. 1999. Effects of anti-
rheumatic herbalmedicines on cellular adhesion molecules. Ann Rheum Dis
58:366-371.

Debabrata, M.; S. Nissen; E. Topol. 2001. Risk of cardioascular events
associated with slective COX-2 inhibitors. JAMA 22/29, 286:954-959.

Dominguez, R. C. A. 2007. Adiponectina: el tejido adiposo mas alla de la
reserva inerte de energia. Rev. Endocrinol Nut 15(3):149-155.

Fujiwara A.; T. Mori; A. Lida; S. Ueda; Y. Hano; T. Nomura; H. Tokuda; H.
Nishino 1998. Antitumor promoting naphthoquinones from Catalpa ovata. J. Nat
Prod 61:629-632.

Gamboa-Angulo, M. M.; J. Cristébla-Aljo; I. L- Medina-Baizabal; F. Chi-romero;
R.Méndez-Gonzalez; P. Sima-Polanco; F. May-Pat. 2008. Antifungal properties
of selected plants from the Yucatan Peninsula, México. World J Microbiol
Biotechnol.24: 1955-1959.

Gerritsen ME, Carley WW, Ranges GE, Shen CP, Phan SA, Ligon GF, Perry
CA. 1995. Flavonoids Inhibit Cytokine-induced Endothelial Cell Adhesion
Protein Gene Expression. Am J Pathol147: 278 -292

Guarrera PM. 2005. Tradicional phytotherapy in Central Italy (Marche, Abruzzo,
and Latium) Fitoterapia 76:1

15



Habeeb F, Stables G, Bradbury F, Nong S, Cameron P, Plevin R, FerroVA.2007.
The inner gel component of Aloe vera suppresses bacterial-induced pro-

inflammatory cytokines from human immune cells. Methods 42: 388 -393.

Herz, W. & Kumar, N. 1980. Sesquiterpene lactones of Calea zacatechichi and
c. uriticifolia. Phytochemistry (19): 593-597.

Hugués H., B., Rodriguez Garcia., J. C., Rodriguez Gonzalez, J. C., Marrero,
R., M. T., 2002. Animales de 16 experimentacion como modelos de la diabetes
mellitus tipo 2. Revista Cubana de Endocrinologia, 13(2): 163 — 172.

Huang FC; Chang WK; Moriarty KJ, Zhang DC, Chang M; He W, Yu KT;
Zilberstein A. 1988Novel cytokine release inhibitors. Part I: triterpenes. Biorg
Med Chem Lett 8:1883-1886.

Guzman, G. P. 2010. Exploracion, aprovechamiento y validacion experimental
de planas con efecto antiinflamatorio de la Sierra Madre Oriental de San Luis
Potosi. Tesis para obtener el grado de Maestria en Ciencias Ambientales.

Universidad Autbnoma de San Luis Potosi. San Luis Potosi, S.L.P, México.

INEGI (2010). Conteo de poblacién y vivienda. Instituto Nacional de Estadistica

Geografia e Informatica.

Kim, H.P.; K. H. Son; HW. Chang; S. S Kang. 2004. Anti-inflamatory plant
flavonoids and cellular action mechanisms. J. Pjharmacol Sci, 96:229-245.

Krakof, J.; Funahashi, T.; Stehouwer, C. D. A.; Schalkwijk, C. G.; Tanaka, S.;
Matsuzawa, Y.; Kobes, S.; Tataranni, P. A.; Hanson, R. L.; Knowler, W. C.;
Lindsay, R. S. (2003). Inflamatory markers, adiponectin, and risk of type 2
diabetes in the Pima Indian. Diabetes Care. 26: 1745 — 1751.

Ledn JE, Rosales VP, Rosales R, Pavon V. 1999. Actividad antiinflamatoria y
cicatrizante del unguento rectal de Aloe vera L. (sébila). Rev Cub Plant Med:
106 -109.

16



Lorach, C.; C. Chen; E. Gonzélez; A. Hernandez; Y. Rodriguez. 2007. Uso de
plantas medicinales en adultos que acuden a una unidad de atencion primaria
de Panama. Arch Med Fam Gen. 4(1):15-18.

Lozano C., O., 2002. Adipocitoquinas. Revista de Endocrinologia y Nutricion,
10(3): 147-150.

Lyss G.; A. Knorre; TJ Schdmidt, HL Pahl; I. Merfort. 1998. The anti-
inflammatory sesquiterpene lactone helenalin inhibits the transcription factor
NF-kappaB by directly targeting p65. J. Biol Chem. 273 (50): 33408-16.

Manna SK, Mukhopadhyay A,Van NT, Aggarwal BB. 1999. Silymarin
suppresses TNF-induced activation of NF-kappa B, c-Jun N-terminal kinase,

and apoptosis. J Immunology163: 6800-6809

Martinez C. MJ.; Martinez L. MT.; Serrano R. M. 2003. Sindrome de resistencia
a la insulina y sindrome metabdlico: similitudes y diferencias. Sindrome
metabdlico: concepto, fisiopatologia y epidemiologia. Cardiovascular Risk
Factors, 12 (2): 89-95.

Matsuura, N.; M. Yamada; H. Suzuki; N. Hasegawa; C. Kurosaka; M. Ubukata;
T. Tanaka; M. Linuma. 2005. Inhibition of preadipocyte differentiation by
germacranolides from Calea urticifolia in 3T3-L1 cells. Biosci Biotechnol
Biochem 69(12): 2470-2474.

Merino-Sanchez, C. 2011. Monografia de plantas antiinflamatorias de la etnia
xi’'oi de la region de La Palma, San Luis Potosi. Tesis para obtener el grado de
Maestria en Ciencias Ambientales. Universidad Autonoma de San Luis Potosi.

San Luis Potosi, S.L.P, México

Nakagawa, Y.; M. linuma; N. Matsuura; K. Yi., M. Naoi; T. Nakayama, Y.
Nozawa; Y. Akao. 2005. A potent apoptosis-inducing activityof a sesquiterpene
lactone, aracanolide, in HL60 cells: a crucial roles of apoptosis-inducing factor.
J.Pharmacol Sci. 97:242-252.

17



Ohguchi, K.; M. Ito; K. Yokoyama; M. linuma; T. Itoh; Y. Nozawa; Y. Akao. 2009.
Effects of sesuiterpene lactones on melanogenesis in mouse B16 melanoma
cells.Bio Pharm Bull. Feb; 32 (2): 308-310.

Orofino K., M.R.; S. Grootjans; M. W. Bianvatti; P. Vandenabeele; K. D'Herde.
2012 Sesquiterpene lactones as drugs with multiple targets in cancer treatment:

focus on parthenolide. Anti-Cancer Drugs Pp. 1-14.

Pérez G., S.; M. A. Zavala S.; M. M. Gonzélez C..; N. C. Cardenas O.; M. A.
Ramos L. 2011. Bioactivity of Carica papaya (Caricaceae) against Spodoptera

frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Molecules 16: 7502-7509.

Silvester J, Liacini A, LiW, Dehnade F, Zafarullah M. 2001. Tripterygium wilfordii
HooK F extract suppresses proinflamatory citoquine-induced expression of
Matrix metalloproteinase genes in articular chondrocytes by inhibiting activating

protein-1 and nuclear factor-kB activities. Mol Pharmacol 59: 1196 -1205

Tao X, Lipsky PE. 2000. The Chinese anti-infammatory and
immunosuppressive herbal remedy Tripterygium wilfordii Hook.f. Rheum Dis
Clin North Am26: 29 -50.

Téllez M., J. 2005. Adiponectina y disfuncion endotelial. Rev. Salud Pub. Nut.
Edicion especial N° 16. Disponible en linea: http:

www.respyn.uanl.mx/especiales/2005/ee-16-2005/documentos/12.html

Thuong PT, Dao TT, Pham THM, Nguyen PH, Le TVT, Lee KY, Oh WK. 2009.
Crotonkinensins A and B, diterpenoids from the viethamese medicinal plant
Croton tonkinensis.J Nat Prod72: 2040-2042.

Umemura, K.; T. Itoh; N. Hamada; Y. Fuijita; Y. Akao; Y. Nozawa; N. Matsuura;
M.Linuma; M. Ito. 2008. Preconditioning by sesquiterpene lactone enhances
H202-induced Nrf2/ARE activation. Biochem Biophysic Res Comm. 368:948-
954.

18


http://www.respyn.uanl.mx/especiales/2005/ee-16-2005/documentos/12.html

UNAM. 2009. Interculturalidad en salud, experiencia y aportes para el
fortalecimiento de los servicios de salud. UNAM, Direccion General de
Proveeduria (Eds.)7

Véazquez B, Avila G, Segura D, EscalanteB. 1996. Antiinflammatory activity of
extracts from Aloe vera gel. J Ethnopharmacol55: 69-77

Walshe R., B.; C. Choueiri;A. Saleem; M. Asim; F. Caal; V. Cal; M. Otarola R.;
T. Pesek; T. Durst; J. Thor A. 2013 Potent anti-inflammatory activity of
seesquiterpene lactones from Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cass, a Q'eqchi’

Maya traditional medicine.Phytochemistry 92: 122-127.

Wu CF, Bi XL, Yang JY, Zhan JY,Dong YX, Wang JH, Wang JM, Zhang R, Li
X. 2007. Differential effects of ginsenosides on NO and TNF-production by LPS-
activated N9 microglia. Inttmmunopharmacol 7: 313 -320.

Xagorari A, Papapetropoulos A, Mauromatis A, Economou M, Fotsis T, Roussos
C. 2001. Luteolin inhibits and endotoxin-stimulated phosphorylation cascade
and proinflamma-tory cytokine production in macrophages. J Pharmacol Exp
Ther296: 181 -187.

Yamada, M.; Matsuura, N.; Susuki, H. ; Kurosaka, C.; Hasegawa, N.; Ubukata,
M.;Tanaka, T.; Linuma, M. 2004. Germacranolides from Calea
urticifolia.Phytochemistry 65:3107-3111.

19



5.2 EXPERIMENTO 2.

VALORACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE EXTRACTOS Y
FRACCIONES ORGANICAS DE Calea urticifolia (MILL.) DC.

RESUMEN

El presente trabajo valoro el efecto antiinflamatorio in vitro de Calea urticifolia (Mill.)
DC en fracciones organicas derivadas del extracto etandlico obtenido por
maceracion, y de los extractos organicos, por percolacion hasta agotamiento
(hexano, diclorometano y etanol) e infusion, a través de la determinacion de la
secrecion de TNF-a por ELISA. Los resultados mostraron que las fracciones
derivadas del extracto etandlico presentan efecto antiinflamatorio de manera dosis-
dependiente. Por otra parte, de las fracciones obtenidas por percolacion, dos
fracciones organicas del extracto hexanico (9 y 10) y dos fracciones del extracto
obtenido con diclorometano (8 y 9) muestran plausibilidad biol6égica en relacién al
efecto antiiflamatorio del farmaco prototipo Indometacina al presentar se una
inhibicién de TNF-a.

Tales resultados demuestran la capacidad antiinflamatoria de la especie a diferente
grado de polaridad de extraccion de sus componentes quimicos, por consecuencia

facilitara la identificacion y caracterizacion de los compuestos activos.

1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas por los grupos étnicos como una
practica terapéutica ancestral, siendo en México un recurso de uso terapéutico por
excelencia. En la actualidad, la medicina tradicional representa un sistema
complementario dentro de los programas de salud, de tal manera que se permite
asociar este conocimiento tradicional con el cientifico, siendo importante para la
interculturalidad en salud y poniéndose en contexto la conservacion de la

biodiversidad de los recursos naturales (Canales, 2006).
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Calea uriticifolia (Mill) DC., pertenece a la familia Asteraceae y dicha especie
vegetal ha sido valorada experimentalmente, comprobandose su actividad
antifingica (Gamboa-Angulo et al., 2005), inhibitoria de la diferenciacion
preadipocitaria (Matsuura, et al., 2005), citotdxica en células de cancer de colon y
sanguineas (Yamada et al., 2004; Nakagawa et al., 2005; Ohguchi et al., 2009),
contra Ulcera gastrica y bactericida (Umemura et al., 2008) y la capacidad

antiinflamatoria aguda y crénica de bajo grado (Guzméan, et al., 2010).

El proceso inflamatorio se caracteriza por ser una respuesta del sistema
inmunoldgico de un organismo ante el dafio ocasionado a sus células y tejidos
vascularizados por patdgenos bacterianos y por cualquier otro agresor cuya
naturaleza sea biologica, quimica fisica o mecéanica (Garcia, 2008). La
consecuencia de su estimulacion dependiendo del tipo de inflamacién (aguda o
cronica), se inicia con efectos sobre el flujo sanguineo incrementandolo, asi como
permeabilidad vascular, acumulacién de fluido, leucocitos y mediadores
inflamatorios como las citocinas, que en el trascurso del padecimiento crénico se

deriva a una respuesta inmune humoral y celular (Feghali & Wright, 1997).

El reconocimiento del antigeno, inicia la respuesta inflamatoria, lo que permite la
generacion de células mononucleares (neutréfilos, macréfagos y células natural
killer (NK)). Los macréfagos se caracterizan, una vez que se activa el antigeno, por
presentar una gran capacidad fagocitica y por ser generadores de citocinas
proinflamatorias como Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 1-8
(IL-1B) e Interleucina 6 (IL-6) (Kenneth & Jamali, 2005).

Las citocinas proinflamatorias son péptidos que presentan funciones mediadoras
con actividad fisioldgica y que son producidas por casi todas las células de nuestro
organismo (Tilg et al., 2006) TNF-a es la primera citocina en liberarse tras el reto
impuesto (Gonzéalez, et al.,, 2012). TNF-a es producida principalmente por
macrofagos y puede activar monocitos, macréfagos y neutréfilos, asi como inducir
produccion de proteinas de fase aguda por intermedio de la IL-6 (Gonzalez, et al.,
2012).
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Por lo anterior, el objetivo de esta investigacibn es valorar la capacidad
antinflamatoria de las fracciones orgénicas tanto del extracto etandlico y de la
percolacion de la planta completa a diferentes grados de polaridad, con la finalidad
de identificar los posibles extractos y/o fracciones potenciales que puedan dirigir la
identificacion y caracterizacion quimica de los agentes bioactivos de la especie
mediante bioensayos basados en la inhibicion del proceso inflamatorio (TNF- a) en

células mononucleares humanas estimuladas con lipopolisacarido (LPS).

2. METODOLOGIA

2.1 Recoleccion del material vegetal

C. urticifolia se recolecté en la comunidad de Potrero del Carnero en el municipio
de Rayon de San Luis Potosi, teniéendose dos puntos de muestreo, en sus
alrededores a 21°52'29.8” N y 099°27°08.4” W a 903 msnm y dentro de ella a
21°52'27.6”N y 099°27°00.6”"W a 901 m de altitud, Anexo 1.

2.2 Preparacion del material vegetal

Una vez obtenido el material vegetal se colocé en papel absorbente por un periodo
de 48 h para separar las hojas de la planta; posteriormente, éstas se secaron
durante 15 dias al abrigo de la luz a una temperatura de 22°C.

2.3 Preparacion de extractos

2.3.1 Extracto etandlico

Se fracciond la planta y se seleccionaron las hojas de acuerdo a su apariencia,
siendo pulverizadas de manera independiente, en un molino eléctrico (Osterizer
Pulsematic); se sometio 100 g de planta a una extraccion por maceracion organica
utilizando etanol absoluto como solvente en relacion 1:4 p/v, por un periodo de 10
dias con agitacion periddica. Una vez transcurrido el periodo sefialado, se filtr6 en

capsulas de porcelana, las cuales fueron llevadas a peso constante, y se elimind
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el solvente a temperatura ambiente. El concentrado del extracto se guardd en
tubos eppendorff estériles al abrigo de la luz a 4°C.

2.3.1.1 Preparacion de las fracciones quimicas del extracto etandlico

Preparacién del extracto para la separacién

Se disolvié el extracto etandlico en la menor cantidad posible de su fase de
extraccion, se adicion6 la menor cantidad de silice para que se adsorbiera y se
llevé al rotavapor (BUCHI RE 111) a 30°C con agitacion hasta sequedad,

obteniéndose el polvo del extracto original.

Preparaciéon y corrimiento de la columna cromatogréfica

En una columna de percolacion se adicioné silice con ayuda de una mezcla de
hexano-acetato de etilo al 3%, compactando con una bomba de presion con la
finalidad de preparar la columna cromatogréafica. Una vez hecho lo anterior, se
paso6 sucesivamente la mezcla inicial de solvente para empacar correctamente la

columna y se adiciono el polvo obtenido del extracto.

El corrimiento de la columna se inicié incorporando como fase movil diferentes
solventes de polaridad ascendente de hexano-acetato de etilo al 3%, hexano-
acetato de etilo al 10%, hexano-acetato de etilo al 30%, hexano-acetato de etilo al
50%, acetato de etilo y etanol, de manera independiente sobre la columna con el

objetivo de obtener las fracciones.

Las fracciones se recolectaron en diferentes matraces y se llevd a cabo
cromatografia en capa fina de cada una, para agrupar aquellas fracciones que

tenian los mismos compuestos.
Concentracion y secado de las fracciones

La concentracion de las fracciones se llevo a cabo a través de un rotavapor
(BUCHI RE 111) a una temperatura de 40°C, hasta un volumen aproximado de 1

mL para posteriormente trasvasar a los viales, los cuales fueron sometidos al
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proceso de secado para eliminar los residuos de solvente con ayuda de una estufa
de vacio (Vaccum Drying Oven PROLAB DZF-6030A), durante 4 horas.

2.3.2 Preparacion de los extractos por percolaciéon

El material vegetal seco fue triturado en un molino eléctrico (Osterizer Pulsematic)
y se peso6 100 g de planta molida, la cual se colocé en una columna de percolacion

de 6 cm de diametro.

A la columna se le adicion6 fase moévil de diferente polaridad de manera
independiente, pasando inicialmente 1 L de hexano (Merck), se dej6 macerar
durante 12 horas para recuperar el macerado y realizar un lavado con el solvente,
este procedimiento se repitid por segunda ocasion, una vez que se enjuago, se
dej6 salir hasta agotamiento el hexano para ahora introducir en la columna
diclorometano y una vez transcurrido el procedimiento anterior, se introdujo a esta
columna etanol, finalmente, tras agotar el etanol al segundo dia, (técnica por
agotamiento); con un periodo de secado entre recambio de solvente. El residuo
final de planta obtenido tras el paso de los tres solventes fue sometido a una
extraccion acuosa en 1L de agua mediante infusién. Los extractos organicos
obtenidos fueron concentrados mediante destilacion a presion reducida, se dejo
evaporar el solvente y posteriormente se secaron en una estufa al vacio durante 4
horas a 40 °C reducida (Vaccum Drying Oven PROLAB DZF-6030A) para eliminar
los respectivos residuos de solventes. El extracto etandlico fue sometido a un
proceso de liofilizacion tras su proceso de secado, la infusién se almacené a -20°C
toméandose previamente una alicuota de 3 mL, la cual fue sometida a un proceso

de liofilizacion.
2.3.2.1 Fraccionamiento de los extractos obtenidos por percolacion

Preparacion del extracto para la separacion

Se disolvieron 3.1 g de extracto hexanico en la menor cantidad de acetonay 2.1 g

de extracto diclorometanico en la menor cantidad de etanol, se le adicion6 la menor
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cantidad de silice para que se adsorbiera y se llevé al rotavapor a 30°C con
agitacion hasta sequedad, obteniéndose el polvo del extracto original.

La cantidad de extracto sometida al fraccionamiento dependié del rendimiento de

cada uno de los extractos.

Preparaciéon y corrimiento de la columna cromatografica

Se prepar6 una columna cromatogréfica utilizando una columna de percolacion de
6 cm de diametro, se le adicion¢ silice con ayuda de una bomba de presion. Una
vez hecho lo anterior, se paso6 sucesivamente la mezcla inicial de solvente para
empacar correctamente la columna y se incorporé el polvo obtenido del extracto.
Posteriormente se dejo fluir la fase mévil de solventes puros y mezclas de ellos de
polaridad ascendente hexano 100%, hexano-acetato de etilo al 5%, hexano-
acetato de etilo al 10%, hexano-acetato de etilo al 20%, hexano-acetato de etilo
30%, hexano-acetato de etilo 40%, hexano-acetato de etilo 50%, acetato de etilo
100%, etanol 100%.

Las fracciones se recolectaron en diferentes matraces y se llevd a cabo
cromatografia en capa fina de cada una con la finalidad de agrupar aquellas que
tenian los mismos compuestos; la polaridad de la fase movil, fue cambiandose

dependiendo de cada fraccion.

Concentracion y secado de las fracciones

Se llevo a cabo la concentracion de las fracciones obtenidas con la ayuda de un
rotavapor (BUCHI RE 111) a una temperatura de 40°C, hasta un volumen
aproximado de 1 mL, posteriormente se trasvaso a los viales correspondientes. El
proceso de secado se realiz6 a través de una estufa de vacio (Vaccum Drying
Oven PROLAB DZF-6030A) a una temperatura de 40 °C, durante 4 horas.
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2.4 Bioensayo del efecto antiinflamatorio

2.4.1 Obtencién de células mononucleares

Se utilizo cultivos de células mononucleares humanas de cinco individuos sanos.
Se les extrajo mediante puncion venosa 30 mL de sangre periférica, utilizando
heparina como anticoagulante. La sangre se estratific6 en Lymphoprep TM
cuidadosamente bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar
clase 1l (LABCONCO®) en una proporcién 1:2 con respecto a la sangre, se
procedio a centrifugar a 3000 rpm durante 20 min, para posteriormente remover la
monocapa de células mononucleares, la cual se transfirio a un tubo con 2 mL de
medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco) para centrifugar a 1500 rpm durante 5
minutos, se desechd por decantacion el medio y se dejo el botdn de células para
resuspenderlo en 1 mL de medio RPMI-1640 (Gibco).

Se determiné la viabilidad de células mediante el método de exclusion con azul de
tripano, el cual tifie solamente las células no viables; para lo que se tomd 970 L
de PBS 1X, con 10 uL de azul de tripano al 0.4 % , 20 uL de la dilucién se coloco
en una camara de Neubauer y se realizé la cuenta celular. Una vez obtenido el
numero de células viables se ajusté a 1x10° células/mL. Con dicha suspension
celular se realizaron los cultivos celulares que se incubaron a 37 °C con una
atmésfera de CO2al 5% en placas de fondo plano de 24 pozos (Nunc) durante 24
horas con los diferentes tratamientos (Arredondo, 2008).

2.4.2 Agente inflamatorio in vitro

Se empled lipopolisacarido (LPS Sigma-Aldrich® L4516) el cual induce la
transcripcion de una serie de genes involucrados en reacciones inflamatorias por
activacion de una gran cantidad de factores de transcripcion, particularmente del
factor de transcripcion NF-kB y que a su vez activa la sintesis de citocinas

proinflamatorias tales como TNF-a, IL-133 e IL-6 (Dobrovolskaia & Vogue, 2002).

Para determinar la capacidad inflamatoria del LPS, a través de la concentracion de

TNF-a, se determind una curva dependiente de la concentracion (0, 10, 100, 1000,
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10000 ng/mL) en células mononucleares humanas por el método de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) a una longitud de onda 405 nm (Multiskan

Ascent).
2.4.3 Tratamientos

Se evaluaron 9 fracciones obtenidas a partir del extracto etandlico de 4 extractos
de diferente polaridad (hexano, diclorometano, etanol y agua), y adicionalmente se
determiné el efecto antiinflamatorio de las 12 fracciones obtenidas del extracto

hexanico y 11 fracciones obtenidas del extracto de diclorometano.

Para la evaluacion de las 9 fracciones, asi como de los 4 extractos de diferente
polaridad, se utilizaron cuatro concentraciones diferentes de fraccion/extracto
disueltos en dimetilsulfoxido al 1% (DMSO 1%) a una maxima concentracion de
1%, que fueron: 88, 8.8, 0.88 y 0.088 pg/mL, control de células sin estimulo, control
de LPS (1 pg/mL), control de indometacina (5 pg/mL) la cual va actuar inhibiendo
a las enzimas ciclooxigenas 1y 2 (COX1 y COX2) y que son responsables de la
sintesis de prostaglandinas, control DMSO 1%. Cabe destacar que para la
evaluacion de las 12 fracciones del extracto hexanico y de las 11 fracciones del
extracto diclorometanico soélo se probaron las dosis de 88 y 8.8 ug/mL, los controles

fueron los mismos.

Todos los pozos, excepto el control de células y el control de DMSO 1% fueron
estimulados con LPS (Sigma-Aldrich ®) en una concentracion de 1 uyg/mL. El
control de DMSO fue utilizado a esta concentracion debido a que las fracciones

fueron disueltas en este disolvente.

Se adicionaron 100 pL de cada una de las concentraciones a los pozos de cultivo
en condiciones de esterilidad (para lo cual se pas6 por una membrana de 0.22 um
de poro). Una vez colocados los tratamientos, se procedio a incubar durante 24
hrs, transcurrido este tiempo, se pasé la totalidad del cultivo en tubos eppendorf
para centrifugar posteriormente a 1500 rpm durante 15 min y obtener el

sobrenadante, para su posterior congelacion a -20°C hasta su analisis.
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2.5 Evaluacion de la secrecion de la citocina pro-inflamatoria: TNF-a

Para la determinacion de TNF-q, se determiné a través de la técnica de ELISA para
el cual se siguio el siguiente procedimiento: se cubrio la microplaca de 96 pozos
(Nunc) con 100 pL el anticuerpo primario o de captura purificado (1-5 pg/mL-
Peprotech) en solucién de unién (suero fetal bovino al 10% Gibco BRL) y se incubd
a 4°C durante toda la noche. Al terminar este periodo de incubacién, se lavéd la
placa con PBS/Tween (Sigma-Aldrich ®) y se adicioné6 200 pL de solucién
bloqueadora (suero fetal bovino al 10% Gibco BRL) incubando a temperatura
ambiente durante 1 h. Una vez transcurrido dicho tiempo, se lavé nuevamente la
placa con PBS/Tween (Sigma-Aldrich ®) y se afiadié 50 uL de sobrenadante o de
estandar de proteina por pozo (Peprotech) y se incub6 a 4°C toda la noche.
Transcurrido el tiempo, se lavaron las placas con PBS/Tween, se agregd 100 uL
de anticuerpo secundario o de deteccion (0.5-2 pg/mL- Peprotech) que se disolvié
en solucion bloqueadora a cada pozo, se cubrid la placa e incub6 a temperatura
ambiente por 2 hrs. Se lavo las placas con PBS/Tween (Sigma-Aldrich ®)
trascurrido este tiempo y se afiadi6 100pL de avidina-peroxidasa (5 pg/mL)
incubando por 30 min a temperatura ambiente y al abrigo de la luz, se agreg6 100
puL de ABTS (2-2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6 acido sulfénico)/H202 por pozo,
inmediatamente después de agregar el sustrato, se determiné la densidad Optica
mediante un lector de microplacas para ELISA (Multiskan Ascent), a una longitud
de onda de 405 nm. Los resultados se compararon contra una curva patrén para
la determinacion de la concentracion de la citocina presente en los sobrenadantes
de los cultivos celulares. Se llevé acabo 3 experimentos independientes con 3

repeticiones por tratamiento.

2.6 Analisis de resultados

Con los datos obtenidos de concentracion de TNF-a se llevd a cabo un analisis de

normalidad, de varianza y un posterior analisis post hoc de comparacion de medias
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de Tukey, considerando como valor de significancia un p<0.05 con el paquete
estadistico SAS.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Preparacion de extractos

El rendimiento de las fracciones obtenidas a partir del extracto etandlico se muestra

en la tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento de las fracciones del extracto etanélico obtenido por maceracion.

fg?:.c?;n Solventes con la que fue obtenida Renc(ir;rgi)ento

1 Hexano-acetato de etilo 3% 40.5
2 Hexano-acetato de etilo 3% 11.1
3 Hexano-acetato de etilo 10% 133.6
4 Hexano-acetato de etilo 10% 179.6
5 Hexano-acetato de etiI_o 10% + hexano-acetato de

etilo 30% 290.5
6 Hexano-acetato de etilo 30% 204.2
7 Hexano acetato de etilp 30% + Hexano-acetato de

etilo 50% 181.7
8 Acetato de etilo 100% 43.5
9 Etanol 100% 769.0

De los 100 g de planta sometidos a una percolacion por agotamiento, se obtuvo el
siguiente rendimiento: 3.6 g para el extracto hexanico, 2.46 g para el extracto

obtenido con diclorometano y 25.9 g para el extracto acuoso liofilizado.

Del extracto hexanico se obtuvo un total de 12 fracciones (Tabla 2). Puede

observarse cdmo el rendimiento de las fracciones obtenidas tanto para el extracto
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obtenido con hexano y diclorometano es mayor cantidad en las polaridades
hexano-acetato de etilo 5%, asi como en las polaridades correspondientes a

hexano-acetato de etilo 30%, 40%,50% y acetato de etilo al 100%.

Tabla 2. Rendimiento de las fracciones del extracto hexanico obtenido mediante

percolacion.
No. de Solventes con la que fue obtenida Rendimiento
fraccion (mg)
1 Hexano 100% 83.3
2 Hexano 100% y Hexano-acetato de etilo 5% 63.2
- i 0p + -
3 Hexano-acetato de etl.lo 5% + Hexano-acetato de 1204.9
etilo 10%
Hexano-acetato de etilo 10% + Hexano-acetato de
4 ) 163.5
etilo 20%
5 Hexano-acetato de etilo 20% 35.4
6 Hexano-acetato de etilo 30% 34.7
7 Hexano-acetato de etilo 30% 83.0
8 Hexano-acetato de etilo 30% 98.4
Hexan il % +H
9 exano acetato de etilo 30% exano acetato de 367.8

etilo40%

10 Hexano acetato de etilo 50% + Acetato de etilo 100% 3617
+ Etanol 100% '

11 Etanol 100% 7.5

12 Etanol 100% 29.2

Del extracto obtenido con diclorometano, se obtuvieron un total de 11 fracciones,
cuyo rendimiento y solventes con las que fue obtenida cada una de ellas se

muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Rendimiento de las fracciones del extracto obtenido con diclorometano por
percolacion.

fr’\.la(():.c?éen Solventes con la que fue obtenida Ren?ri:;i)ento
1 Hexano 100% 17.6
2 Hexano 100% + Hexano-acetato de etilo 5% 3.6
3 Hexano-acetato de etilo 5% 146.1
4 Hexano-acetato de etilo 5% 34.6

5 Hexano-acetato de etilo 5% + Hexano-acetato de 86.9
etilo 10%+ Hexano-acetato de etilo 20% )

Hexano-acetato de etilo 20% + Hexano-acetato de

° etilo 30% 1899

7 Hexano acetato de etilo 30% 30.1
i 0p + -

g Hexano acetato de etilo 30% + Hexano-acetato de 302.6

etilo 40%

Hexano acetato de etilo 40% + Hexano acetato de

9 etilo 50% + Hexano-acetato de etilo 70% +Acetato de 662.0
etilo 100%

10 Acetato de etilo 100% + Etanol 100% 270.2

11 Etanol 100% 72.3

3.2 Determinacion de la concentracién de TNF-a del agente inflamatorio in

vitro

De acuerdo con los resultados de la evaluacion concentracion dependiente del
proceso inflamatorio del LPS, se observé diferencia significativa (p<0.05) en
comparaciéon con el control de células no estimuladas, mostrando un incremento
de la concentracion de TNF-a de 1937 pg/mL, representando un 100% de
estimulacién, por otra parte no se observo diferencias significativas entre las

diferentes concentraciones evaluadas (Figura 1), lo que sugiere que podria estar
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activando el LPS a nivel ligando-receptor (Marina, et al., 2008). Por lo anterior se
selecciond la concentracion de 1ug/mL como referencia (Weinstein et al. 1991;
Trevifio, et al., 2011) para continuar el bioensayo de los extractos y fracciones de

la especie vegetal.
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Figura 1. Secrecion de TNF-a tras estimulacion con LPS. Las barras representan la
media +SE (p<0.05). Las letras indican diferencia significativa entre los grupos de
tratamientos. CC=Control de células no estimuladas.

3.3 Determinacion de la concentracion de TNF-a in vitro de los diferentes

tratamientos
3.3.1 Fracciones obtenidas a partir del extracto etandlico

Las 9 fracciones obtenidas a partir del extracto etandlico presentaron efecto
inhibitorio de TNF- a dosis dependiente respecto al grupo de células tratadas con
LPS (p<0.05), siendo esta inhibicion estadisticamente igual a la presentada por el
grupo de células tratada con indometacina farmaco prototipo. En las nueve
fracciones obtenidas pudo observarse que la tendencia general del efecto
inhibitorio de TNF-a fue el siguiente: a dosis de 88 ug/mL se presenté un efecto
inhibitorio mayor (50%) que el inducido con la dosis de 0.088 ug/mL (Figura 2).
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Figura 2. Secrecién de TNF-a con los tratamientos de las fracciones del extracto
etandlico. Las barras representan la media £SE (p<0.05). Las letras minudsculas indican
diferencia significativa entre los grupos de tratamientos. LPS=Lipopolisacarido,
CDMSO=Control DMSO 1%, Hex=Hexano, AcEt=Acetato de etilo.

La inhibicién de TNF-a de las nueve fracciones en las dosis de 0.088, 0.88, 8.8 y
88 ug/mL fue estadisticamente igual a la presentada por la indometacina lo que
sugiere que dicho efecto es independiente del solvente con el que fue extraida
cada una de las fracciones a pesar de la afinidad que cada solvente tiene hacia

cierto tipo de compuestos quimicos contenidos en la planta.

3.3.2 Extractos obtenidos por percolacién.

Con respecto a la evaluacion biolégica de los extractos de polaridad diferente
obtenidos por percolacion, los extractos obtenidos con hexano, diclorometano y
etanol presentaron una inhibicion significativa de la secrecion de TNF-a con
respecto al grupo de células tratadas con LPS, sin ser diferentes entre ellos y

siendo estadisticamente iguales al grupo de células tratadas con indometacina
(p<0.05) Figura 3.
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Figura 3. Secrecién de TNF-a con los tratamientos de los extractos obtenidos por
percolaciéon. Los barras representan las media + SE (p<0.05). Las letras mindsculas
indican diferencia significativa entre los grupos de tratamientos. DMSO
1%=Dimetilsulféxido 1%, LPS=Lipopolisacérido.

Las células tratadas con los extractos obtenidos con hexano y diclorometano no
presentaron diferencia significativa entre si en su efecto inhibitorio de TNF-a, pero
si presentaron una inhibicién en comparacion con el grupo tratado con LPS, siendo
estadisticamente igual al grupo tratado con indometacina en su dosis de 0.088
pg/mL para el extracto hexanico; y en las dosis de 0.088 pug/mL y 0.88 pg/mL para

el extracto de diclorometano (p<0.05).

La evaluacion del efecto inhibitorio de TNF- a en los extractos obtenidas mediante
percolacion arroj6 nuevamente que la planta posee un efecto inhibitorio, las dosis
y fracciones que tuvieron un efecto estadisticamente igual al del control celular,
control de DMSO 1% y control indometacina, fueron las dosis de 88 pg/mL, 8.8

pg/mL y 0.88 ug/mL del extracto hexanico; y las dosis de 88 ug/mL y 8.8 pg/mL del
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extracto diclorometanico. La dosis de 88 pg/mL del extracto acuoso liofilizado no
mostro efecto en la inhibicion de produccién de TNF-a.

El extracto hexanico mostré en la mayoria de las dosis evaluadas efecto inhibitorio
de TNF-a, lo cual podria deberse a la presencia de flavonoles, lipidos, lactonas
sesquiterpénicas, saponinas triterpénicas y taninos encontrados en el estudio

fitoquimico preliminar (Experimento 1).

Debido a esto se decidié fraccionar a ambos extractos para llevar a cabo

nuevamente la evaluacion biolégica de cada una de las fracciones obtenidas.

3.3.3 Fraccionamiento de los extractos hexanico y diclorometano obtenidos

mediante percolacion.

Debido a que se obtuvo una mayor cantidad de dosis activas en los extractos
obtenidos con hexano y diclorometano, estos fueron sometidos a un
fraccionamiento, que fue nuevamente probado en su actividad antiinflamatoria, en
este experimento fueron probadas soélo las dosis de 88 pg/mL y 8.8 ug/mL en las
12 fracciones obtenidas con el hexano y en las 11 fracciones obtenidas con el

diclorometano (Tabla 2y 3; Figuras 4y 5).

Puede observarse que las polaridades correspondientes a hexano-acetato de etilo
30%, 40%, 50% y acetato de etilo al 100% presentaron un efecto inhibitorio mayor
gue las fracciones obtenidas a otras polaridades (p<0.05), infiriendo en base a esto
gue se obtiene una mayor cantidad de metabolitos y que el efecto antiinflamatorio
pudiera deberse a la accion sinérgica de los componentes presentes en dichas

fracciones o a que el metabolito mas activo se encuentre en mayor cantidad.
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Figura 4. Secrecion de TNF-a con los tratamientos correspondientes a las fracciones
del extracto hexanico obtenidos por percolacién. Las barras representan la media +
SE (p<0.05). Las letras minusculas indican diferencia significativa entre los grupos de
tratamientos. DMSO 1%=Dimetilsulfoxido 1%, LPS=Lipopolisacarido.

Las pruebas biologicas llevadas a cabo con las fracciones del extracto obtenido
por percolacion con hexano y diclorometano nos arrojan que dos fracciones de
cada uno de los extractos tiene un efecto antiinflamatorio estadisticamente
significativo, igual al presentado por el farmaco antiinflamatorio utilizado como
control; en el extracto hexanico se presenta lo anterior en la dosis de 88 pg/mL de
las fracciones 1, 2, 4,5, 6, 8,9y 10,y ladosis de 8.8 ug/mL de las fracciones 5,
9 y 10 (Tabla 2). Cabe destacar que las fracciones con mayor efecto inhibitorio
inclusive que el control de indometacina fueron las fracciones 9 y 10 de este

extracto (Tabla 2).
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Figura 5. Secrecion de TNF-a con los tratamientos correspondientes a las fracciones
del extracto diclorometanico obtenidos por percolacion. Las barras representan las
medias+SE (p<0.05). Las letras mindsculas indican diferencia significativa entre los grupos
de tratamientos. DMSO 1%=Dimetilsulfoxido 1%, LPS=Lipopolisacarido.

La dosis de 88 pg/mL de las fracciones 3, 6, 8, 9 y 10 del extracto obtenido
mediante percolacion con diclorometano (Tabla 3), asi como la dosis de 8.8 pg/mL
de las fracciones 8 y 9 (Tabla 3) tuvieron un efecto inhibitorio estadisticamente
igual al control antiinflamatorio (indometacina) (p<0.05) y que numéricamente

tuvieron una mayor inhibicién de TNF-a.

La indometacina es un antiinflamatorio no esteroideo inhibidor no selectivo de la
COX (DrugBank), lo que puede sugerir que el mecanismo de accion de las
fracciones de C. urticifolia pueda ser similar, debido a que activa el factor de
trancripcion NF-kB y por lo tanto la produccién de citocinas proinflamatorias, como
el TNF-a (Castro, et al., 2009).
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El efecto de la indometacina se ve en una dosis de 5 ug/mL, la cual es 56 veces
mayor a la dosis mas baja utilizada con la planta y que tiene el mismo efecto, por
lo que se podria decir que esta planta tiene un efecto mas potente en relacion a la

indometacina.

Dentro de las propiedades que han sido evaluadas en C. uriticifolia destaca su
actividad antioxidante, debido a la presencia de lactonas sesquiterpénicas
(Umemura, et al., 2008) relacionado con la activacion de la via Nrf2/ARE, la cual
esta relacionada con procesos de indole inflamatorio (Pan, et al., 2011) ya que
existe una relacion en la influencia de Nrf2 y la activacion de NFk-B y expresion de
citocinas proinflamatorias , teniendo asi que los mecanismos de respuesta al estrés
Nrf2/ARE juegan un rol como punto control en el estrés oxidativo inducido en
disfunciones celulares que incluyen la inflamacion (Singh, 2010), lo anterior sugiere
gue el proceso antiinflamatorio de la planta pudiera estar asociado con lo anterior

y de esta manera inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias.

4. CONCLUSIONES

Las dosis de 0.088, 0.88, 8.8 y 88 pg/mL de las 9 fracciones obtenidas del extracto
etandlico macerado presentaron un efecto inhibitorio de la produccién de TNF-a.

Las dosis de 0.088, 0.88, 8.8 y 88 pg/mL del extracto hexanico, asi como las dosis
de 8.8 y 88 pug/mL del extracto diclorometanico tuvieron un efecto inhibitorio de
TNF-a comparado con el grupo de células tratadas con LPS, siendo dicho efecto

igual al presentado con indometacina farmaco prototipo antiinflamatorio.

Del fraccionamiento del extracto hexanico la dosis de 88 ug/mL de las fracciones
1,2, 4,5, 6,8, 9y 10, y la dosis de 8.8 pg/mL de las fracciones 5, 9y 10
presentaron un efecto inhibitorio de TNF- a igual al presentado por la indometacina
siendo este efecto mayor que dicho control en las fracciones 9 y 10 de este

extracto.
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La dosis de 88 pg/mL de las fracciones 3, 6, 8, 9 y 10 del extracto obtenido
mediante percolacioén con diclorometano, asi como la dosis de 8.8 pg/mL de las
fracciones 8 y 9 tuvieron un efecto inhibitorio estadisticamente igual al control
antiinflamatorio (indometacina) (p<0.05) y que numéricamente tuvieron una mayor
inhibicién de TNF.

De lo anterior, se proponen las fracciones 8 y 9 del extracto obtenido por
percolaciéon con diclorometano, asi como 9 y 10 del extracto obtenido por

percolacion con hexano para su caracterizacién quimica y posterior purificacion.
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5.3 EXPERIMENTO 3

CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS FRACCIONES BIOACTIVAS DE
Calea urticifolia (MILL.) DC.

RESUMEN

Calea urticifolia (Mill.) DC es una planta de uso medicinal en la Regién de la Palma
en el Municipio de Rayon S.L.P. Del estudio biodirigido de C. urticifolia se encontro
gue algunas fracciones obtenidas de los extracto hexanico y diclorometanico
tienen capacidad de inhibir TNF-a en estudios de inflamacion aguda in vitro,
semejante al farmaco prototipo antiinflamatorio indometacina. Tales hallazgos
sugiere que los extractos son potenciales para continuar la investigacion sobre
identificar la sustancia bioactiva antiinflamatoria, por ello el objetivo de este trabajo
fue identificar los compuestos quimicos presentes en las fracciones activas, asi
como la identificacion presuntiva de los compuestos purificados de dichas
fracciones mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
e IR. Los resultados por cromatografia de gases-espectrometria de masas
demuestran que las fracciones activas poseen sustancias con efecto
antiinflamatorio, entre las cuales estan los acidos: palmitico, linoleico y a-linolénico;

asi como fitol y oftalato de isooctilo.

1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales en nuestro pais son un recurso que se utiliza por
excelencia para el tratamiento de diversos padecimientos y que son empleadas de
manera complementaria dentro de los programas de salud (Canales, 2006. IMSS,
2010). Lo que ha generado el interés de la validacion de los efectos terapéuticos y
el reconocimiento de los componentes quimicos causantes de los mismos
(Bermudez et al., 2005; Llorach et al., 2007; Merino, 2011).

Calea urticifolia (Mill.) DC., especie de interés de esta investigacion, es una planta
conocida tradicionalmente como negrito por la etnia xi’oi de la region de La Palma
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comunidad del municipio de Raydn, en el estado de San Luis Potosi y es empleada
de manera tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades como: dolor
de estbmago, de cabeza y en general, inflamacion, gastritis, diabetes mellitus,

hipertension, diarrea, empacho, bilis, vdmito (Guzman, 2010; Ortiz, 2011).

Guzman y colaboradores (2010), identificaron la capacidad antiinflamatoria del
extracto etandlico de C. urticifolia (Mill.) DC. sobre la inflamacion aguda mediada
por la estimulacion del sistema inmune por carragenina y ademas por el proceso
inflamatorio de bajo grado asociado al tejido adiposo (TA) tras una alimentacion
rica en grasas in vivo. Los resultados demostraron la capacidad antiinflamatoria del
extracto vegetal, a través de la inhibicion de la secrecion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-qa, IL-1 B e IL-6, asi como la estimulacién de la
secrecion de adiponectina, adipocina responsable de contrarrestar el efecto
proinflamatorio sobre el TA. En esta tesis se ha valorado su efecto sobre la
inhibicion de TNF-a de manera in vitro de diferentes fracciones obtenidas de
extractos organicos de la planta por percolacion, de los cuales las fracciones
obtenidas con hexano vy diclorometano, presentaron mayor capacidad
antiinflamatoria en el bioensayo in vitro incluso superior al farmacos

antiinflamatorios prototipo como la indometacina (Experimento 2).

Quimicamente existen evidencias sobre la caracterizaciéon de los compuestos
aislados de extractos organicos de Calea urticifolia (Mill.) DC., entre los cuales
destacan sesquiterpenlactonas que incluye algunos germacrandlidos: 5
heliangolidos y 3 nuevos tipos de germacranélidos obtenidos de la raiz (Bohlmann,
F. & Jakupovic, J., 1979); caleina D, 2,3-epoxi-caleina D, juanislamina (Borges del
Castillo et al., 1980) y 2,3-epoxi-juanislamina (Borges del Castillo et al., 1981);
3,10-epoxi-9-(3-metilbutanoil)-8-(2-metilpropenoil)-15-hidroxi-1-oxo-germacra-

2,4,11 (13)-trien-12,6-0lido; 3,10-epoxi-9-(3-metil-2-butenoil)-8-(2-metilpropenoil)-
15-hidroxi-1- oxo — germacra -2,4,11 (13)-trien-12,6-6lido; 3,10-epoxi-9-angeloil-8-
(2-metilpropenoil)- 15-hidroxi- 1- oxo -germacra-2,4,11(13)-trien-12,6-noil) — 15 -
hidroxi- 1-oxo- germacra-2,4,11(13)-trien-12,6-6lido; cinco heiangolidos, ocho
derivativos de isoeugenoles y un derivativo de fluoroglicinol (Bohlmann &
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Jakupovic, 1979); caleolactona A, caleolactona B y 2,3-epoxicaleolactona A (Herz
& Kumar, 1980) y que han sido valoradas en su actividad bioldgica relacionada a
su capacidad citotoxica en células carcinogénicas U937 (Yamada et al., 2004), y
sobre su inferencia en la diferenciacién adipocitaria en células 3T3-L1 (Matsuura
et al., 2005).

Aungue la fitoquimica de C. urticifolia ha sido estudiada de manera profunda, el
efecto antiinflamatorio de sus compuestos quimicos no ha sido valorado, a pesar
de que la presencia de lactonas sesquiterpénicas de manera general, actian
inhibiendo la via Nrf2/ARE que esta relacionada con la activacion del factor nuclear
NF-kB que a su vez activa la produccion de citocinas proinflamatorias (Bork, et al.,
1996), lo que probablemente sugiere que podrian ser las responsable del efecto

antiinflamatorio.

De acuerdo con lo anterior, y considerando el fraccionamiento hexanico y
diclorometano con un mayor efecto inhibitorio de la inflamacion, el objetivo de este
trabajo fue identificar y caracterizar quimicamente las sustancias quimicas
presentes en las fracciones Yy que pudieran estar participando en el efecto

terapéutico inhibitorio mencionado.

2. METODOLOGIA

2.1 Procesamiento de las fracciones bioactivas

Con la finalidad de identificar los compuestos quimicos presentes en las fracciones
bioactivas con capacidad antiinflamatoria, se realiz6 una derivatizacion de las
fracciones mediante silanizacion con la finalidad de disminuir las interacciones via
puentes de hidrogeno y facilitar su analisis por cromatografia de gases. Para ello
se pesaron 10 mg de cada una de las fracciones activas 9 y 10 del extracto
hexanico, asi como las 8 y 9 del extracto diclorometanico (Experimento 2-
Percolacidn), a estas se les adicion6 2 mL de isooctano, posteriormente 100 uL de

reactivo derivatizante Bis-(trimetilsilil trifluoroacetamida) y se coloco en un sistema
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de microondas (CEM Discover System) a 100 °C, 150 W de potencia y 290 psi de

presion, durante 13 min.

2.2 Analisis mediante cromatografia de gases acoplado a masas.

Se tomo 1 L de la muestra silanizada a aproximadamente 40 °C, la cual se inyect6
en el cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890N Network con una
columna no polar DB5HT Agilent Technologies acoplado a un detector selectivo de

masas Agilent Technologies 5973 Network.
2.3 ldentificacion de lactonas sesquiterpénicas en fracciones activas.

Por otra parte, de manera paralela se determind la identificacion de lactonas
sesquiterpénicas en las fracciones de estudio, para ello se llevé a cabo una serie
de cromatografias en capa fina sobre cromatofolios de gel de silice para la
identificacion selectiva de lactonas sesquiterpénicas, utilizando como fase movil
éter etilico: cloroformo 1:4 v/v y como agente revelador una solucién de H2SO4 al
50%. Las placas se sometieron a calentamiento para la identificacion del

compuesto.
2.3.1 Determinacion de solventes para purificacion de extractos.

Se llevaron a cabo una serie de pruebas en cromatofolio de gel de silice con
diferentes proporciones de fase mévil hexano-acetato de etilo 10%, hexano-
acetato de etilo 15%, hexano-acetato de etilo 20%, hexano-acetato de etilo 25%,
hexano-acetato de etilo 30%, hexano-acetato de etilo 35%, hexano-acetato de etilo
40%, hexano-acetato de etilo 45% y hexano-acetato de etilo 50%, usando como
revelador acido fosfomolibdico al generar manchas de color café oscuro al calentar

los cromatofolios.
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2.3.2 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

A través de un HPLC Waters 600 Controller, Waters 2996 Photodiode Array
Detector, Water 600 Pump y Waters In-Line Degasser AF, se determino el solvente
a utilizar para llevar cabo la purificacion en columnas, utilizando una columna C18
5 um reversed-phase, 4.6 x 150 mm a un flujo de 1 mL/min probando las siguiente
fases moviles: acetonitriio 100%, metanol 100%, acetonitrilo:metanol 50:50 y
acetato de etilo:hexano 50:50, se inyect6 50 pL de cada una de las fracciones
hexanicas y diclorometanicas a una concentracion de 1mg/mL, asi como del
solvente puro en el que se llevo a cabo la disolucion de cada fraccion, detectandose
en un barrido de 200-400 nm.

2.3.3. Purificacion

Se prepar6 una columna cromatogréafica con silice C18-fase reversa marca Fluka,
empacada con acetonitrilo. Posteriormente, las fracciones identificadas como
H=hexano y D=diclorometano, se pesd, 202.8 mg de fraccién 10 H, 210.1 mg de
fraccion 9H; 226.7 mg de fraccion 9D, 188.9 mg de fraccion 8D y se disolvieron en
la menor cantidad de solvente de manera independiente, se adicion6 directamente
a la columna y se paséO acetonitrilo constantemente, cambiando polaridad y
pasando posteriormente hexano y finalmente metanol hasta obtener las
respectivas fracciones, a las se les hizo una cromatografia en capa fina para

determinar su pureza.

Posteriormente, las fracciones purificadas mediante fase reversa fueron sometidas
a otra separacion en columna, utilizando silica gel 60 (Merck) y una serie de fase
movil hexano-acetato de etilo en diferentes proporciones: 5:95, 90:10, 85:15,
80:20, 70:30, 50:50, 30:70, acetato de etilo 100% y metanol 100%, hasta obtener
una serie de fracciones y a las cuales se les hizo cromatografia en capa fina, para
identificar si era o no pertinente llevar a cabo otra cromatografia en columna para

eliminar remanentes.
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2.3.4 Concentracion y secado de los productos puros

Se llevo a cabo con la ayuda de un rotavapor (BUCHI RE 111) a una temperatura
de 40°C, concentrando hasta un volumen aproximado de 1 mL de cada fraccion
para después trasvasar a los viales correspondientes. Posteriormente se realizo el
proceso de secado a cada una de los productos concentrados con ayuda de una
estufa de vacio (Vaccum Drying Oven PROLAB DZF-6030A) a una temperatura de
40 °C, durante 10 horas para asegurar la eliminacién de todo el solvente que

pudiera interferir con analisis posteriores.
2.3.5 Determinacion de Rf de los productos puros mayoritarios

Se disolvié una pequefa cantidad de los productos puros secos que presentaron
una mayor cantidad de extraccion y se llevo a cabo una cromatografia en capa fina
en placas de silice fase normal, con una fase mévil de hexano:acetato de etilo
90:10. Se dejo correr una hasta una distancia de 0.5 cm antes de llegar al final del
cromatofolio, se dejé secar y nuevamente se paso por dicho sistema de solventes.
Las placas se observaron bajo una lampara de luz UV y se marcaron los
compuestos observados para su posterior medicién. Se obtuvo el Rf de la razén
de la distancia recorrida por el compuesto en relaciéon con la recorrida por el

solvente.
2.4 Espectroscopia Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrofotometro Nicolet (470 FT-
IR), preparando las muestras obtenidas, en pastillas de bromuro de potasio.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis mediante cromatografia de gases acoplado a masas.

Enlastablas 1, 2, 3y 4 se muestran los compuestos quimicos detectados mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas tras la silanizacion.
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Tabla 1. Compuestos quimicos detectados de la fraccion 10 del extracto hexanico
obtenido por percolacion.

Nombre del compuesto Tiempo de retenciéon (min) Porcentaje de abundancia
relativa (%)
Acido palmitico 13.243 0.636
Acido oftalico 23.604 0.298
Oftalato de diisooctilo 25.703 25.036

Tabla 2. Compuestos quimicos detectados de la fraccion 9 del extracto hexanico obtenido
por percolacion.

Nombre del compuesto Tiempo de retenciéon (min) Porcentaje de abundancia
relativa (%)

Acido malico 2.119 0.069
Acido palmitico 13.260 0.753
Acido linoleico 17.459 0.623
Acido linolénico 17.673 7.604
Fitol 20.270 0.396
Oftalato de diisooctilo 25.618 3.95

Tabla 3. Compuestos quimicos detectados de la fraccion 8 del extracto de diclorometano
obtenido por percolacion.

Nombre del compuesto Tiempo de retenciéon (min) Porcentaje de abundancia
relativa (%)

Acetato de fitol 7.689 2.135
Transfitol 8.666 0.474
Acido palmitico 13.268 3.089
Acido linoleico 17.451 1.999
Acido a-linolénico 17.631 4.977
Oftalato de diisooctilo 25.609 5.962
Oftalato de didecanilo 32.482 0.466
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Tabla 4. Compuestos quimicos detectados de la fraccion 9 del extracto de diclorometano
obtenido por percolacion.

Nombre del compuesto Tiempo de retencién (min) Porcentaje de abundancia
relativa (%)
Acetato de fitol 7.672 1.070
Acido palmitico 13.226 0.904
Oftalato de diisooctilo 25.695 37.469

Los resultado anteriores demuestran la presencia de acidos grasos como: acido
palmitico, linoleico, a-linolénico, asi como la presencia de fitol compuestos que se
han reportado en estudios previos como responsables de actividad
antiinflamatoria, inclusive, el &cido linoleico muestra mayor efectividad inhibitoria

en relacion con la indometacina (Bauer, et al., 1996).

Los &cidos grasos poliinsaturados han mostrado actividad antiinflamatoria tanto en
modelos in vivo como in vitro (Melnik, 1993; Broelli et al., 1994; Chenoy, et al.,
1994; Bauer, et al., 1996; Arita, et al., 2005; Guarrera, 2005; Pérez, et al., 2013).

El fitol ha sido reportado como un compuesto que atenda la respuesta inflamatoria
al inhibir la migracién de neutréfilos que es particularmente causada por la
reduccion de IL1-B y TNF-a, asi como estrés oxidativo, relacionado con la via
Nrf2/ARE e inhibicion de NF-kB (Silva, et al., 2013).

Por otra parte, se encontraron diferentes oftalatos en los extractos al encontrarse
en mayor abundancia en relacién con los otros compuestos (0.4 — 37%), los cuales
se ha demostrado que podrian interferir en la inmunidad contra infecciones, asi
como promover la desviacion de la respuesta Th2 mediada por anticuerpos,
suprimiendo la expresion de la via IFN-a/IFN-B que da lugar a la diferenciacion a
linfocitos Th1l asociados en la secrecion de citocinas proinflamatorias y modulando

la habilidad para estimular respuestas de las células T (Nishioka, et al., 2012; Kuo,

49



et al., 2013; Tanaka, et al., 2013). Lo anterior nos sugiere que actia de manera

agonista a la inhibicién de la inflamacion favoreciendo su efecto antiinflamatorio.

Tal hallazgo corrobora y fundamenta la actividad antiinflamatoria de C. urticifolia;
sin embargo es fundamental establecer las pruebas de toxicidad de estos
compuestos dosis dependiente, debido a que existen estudios que demuestran que
los oftalatos traen como consecuencias efectos como: carcinogénesis (Ito, et al.,
2007) toxicidad reproductiva en ratones (Foster, 1980; Tomita, et al., 1986; Heindel
et al., 1989; Li et al., 2013;) ademas de ser generadores de asma (Jaakkola &
Knight, 2008; Bornehag & Nanberg, 2010) y autismo (Ventric, et al., 2013).

3.2 Identificacion de lactonas sesquiterpénicas

Cabe destacar que al momento de realizar la CG/EM, varios compuestos no fueron
identificados, debido a que no habia registro en la biblioteca utilizada para su
comparacion, por esta razon se llevé a cabo la determinacion en las fracciones
activas mediante capa fina de lactonas sesquiterpénicas, ya que algunos espectros
de masas obtenidos arrojaban estructuras y pesos moleculares similares a estas.
Los resultados cromatograficos mostraron la presencia de una mancha roja para
la fraccion 9y 10 de hexano, una mancha verde para la fraccion 8 de diclorometano
y una mancha negra para la fraccion 9 de diclorometano, lo cual es indicativo de
presencia de lactonas sesquiterpénicas, ya que la presencia de manchas rojas,
negras y/o verdes indica una reaccion positiva hacia la presencia de éstas
(Dominguez, 1979).

Las capas finas obtenidas mediante revelado con éacido fosmolibdico a las
diferentes proporciones de mezcla hexano:acetato de etilo, permitian ver un
barrido de compuestos, sin poder detectar manchas claras separadas, debido a
esto se optd por llevar a cabo la separacion por HPLC con columna C18 de fase
reversa, ya que este tipo de columna permite una mejor separacion de

compuestos, considerando la presencia de lactonas sesquiterpénicas en dichas
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fracciones de C.urticifolia (Yamada, et al., 2004; Matsuura, et al., 2005; Nakagawa,
et al., 2005).

3.3 Cromatografia liqguida de alta resolucién (HPLC)

Las pruebas llevadas a cabo con el HPLC mostraron una mejor elucién de los
compuestos, utilizando como fase movil acetonitrilo 100%, a un flujo de 1 mL/min,

y una A de 213 nm; obteniéndose la elucion al minuto 2, 2.5 y 5.5 respectivamente.

3.4 Purificacion

La fraccion 9 del extracto hexanico se obtuvd un total de 8 fracciones, siendo la
fraccion 3 obtenida en acetonitrilo 100% la que se seleccioné para la segunda fase
movil obteniéndose 5 fracciones, siendo la 3, la obtenida con una mezcla de

hexano:acetato de etilo 50:50, la pura (C6).

De la fraccion 10 del extracto hexanico se obtuvieron 6 fracciones siendo la fraccion
2 obtenida en acetonitrilo 100% la seleccionada para siguiente fase, en la que se
tuvo como resultado 12 fracciones siendo 4, 6 y 7 las puras (C7,C8 y C9),
obtenidas a las polaridades de hexano:acetato de etilo 90:10, 85:10,80:20, 70:30y
60:40.

La fraccion 9 del extracto de diclorometano arroj6 un total de 11 fracciones, siendo
la fraccion 6 obtenida en las polaridades acetonitrilo 100% la seleccionada para la
fase 2 de la cual se obtuvieron 7 fracciones, siendo la fraccion 2 la obtenida en la

polaridad hexano:acetato de etilo 50:50 la fraccion pura (Compuesto 1 (C1)).

Para la primera fase de la fraccion 8 del extracto de diclorometano arroj6é un total
de 9 fracciones, siendo la fraccion 3 obtenida en las polaridades acetonitrilo 100%
pura (C2); y la fraccidén 2 obtenida también en acetonitrilo 100% la seleccionada
para la fase 2 de la cual se obtuvieron 7 fracciones, siendo la fraccion 2 la obtenida
en la polaridad hexano:acetato de etilo 90:10 y 85:15 las fracciones seleccionadas
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para una tercer fase obteniéndose 5 fracciones, siendo la segunda, la pura,
obtenida de hexano:acetato de etilo 90:10, 85:15 y 80:20 (C5) . De la segunda
purificacion la la fraccion 5 obtenida con acetonitrilo 100% y hexano 100% fue pura
(C3) y lafraccidon 6 obtenida con metanol al 100% fue pura (C4). La tabla 5 muestra
la cantidad de los compuestos puros obtenidos a partir de las fracciones 9y 10 de
hexano - 8 y 9 de diclorometano.

Tabla 5. Compuestos puros obtenidos a partir de las fracciones 9 y 10 de hexano, asi
como 8y 9 de diclorometano.

Compuesto Cantidad obtenida (mg)
C1 5.4
Cc2 3.4
C3 13.7
C4 0.9
C5 33.8
C6 4.8
Cc7 2.2
C8 6.6
C9 4.3

Los compuestos 3 y 5 fueron los mayoritarios, su respectivo Rf fueron los
siguientes: 0.5366 y 0.6098. Su aspecto es un semisolido amarillo en diferentes

tonalidades para cada uno de ellos.

De las 9 fracciones puras obtenidas, solamente 2 se obtuvieron en cantidades
necesarias para llevar a cabo otras técnicas espectroscopicas, se lograron obtener

13.7 mg del compuesto 3 y 33.8 mg del compuesto 5.
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3.5 Espectroscopia Infrarrojo

El espectro infrarrojo arrojé bandas caracteristicas ancha, de intensidad fuerte,
caracteristica de grupos OH, de tensién O-H (3200-3600 cm™), a 2900 cm™ se
observa una banda de intensidad baja caracteristica de vibraciones de tension C
sp3-H asi como de grupos carbonilo por las bandas finas de intensidad media que
indica vibraciones de tensién C=0 observadas entre 1720y 1760 cm™ (que pueden
pertenecer a un acido carboxilico, por la presencia de otras bandas caracteristicas,
0 a algun anhidrido de acido carboxilico), y bandas finas de intensidad media
correspondientes a vibraciones de tensién C-O entre 1150 y 1200 cm,asi como
de bandas de tension simétricas Csps-H de CHs. El conjunto de grupos funcionales
sugieren compuestos con fragmentos moleculares de tipo carbohidrato.

Las caracteristicas fisicas de los compuestos 3 y 5 podrian indicar una similitud de
compuesto, aunque el valor de Rf descarta que sean el mismo y posteriormente el
espectro infrarrojo, a pesar de arrojar espectros muy similares, no son idénticos,

por lo que se trata de dos compuestos similares, probablemente isémeros.

Los datos espectroscopicos arrojados por el infrarrojo para el C3 son la presencia
de bandas en el IR (A, cm™): 3435, 2961, 2917, 2843, 1761, 1729, 1630, 1604,
1317, 1291, 1156, 1030, 665, 552 y 466.

Los datos espectroscopicos arrojados por el infrarrojo para el C5 son la presencia
de bandas en el IR (A, cm™): 3426, 2961, 2922, 2843, 1769, 1726, 1630, 1378,
1271, 1270, 1156, 1013, 665, 626, 465 y 439.

4. CONCLUSIONES

Los resultados por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)
demuestran que las fracciones activas poseen sustancias con efecto
antiinflamatorio, entre las cuales estan los acidos: palmitico, linoleico y a-linolénico;
ademas se identifico el fitol y oftalato de isooctilo. Para corroborar la identificacion
de los compuestos por CG-EM se requiere un método mas como puede ser la

comparacién por tiempos de retencién o por los indices de regresion lineal.
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De las fracciones 9 y 10 de hexano - 8 y 9 de diclorometano se obtuvieron 9
compuestos puros. La elucidacién de los productos puros estara en curso por las
técnicas espectroscopicas de resonancia magnética nuclear, analisis elemental y

masas.
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ANEXO |

SITIO DE RECOLECCION DE Calea uriticifolia (Mill.) DC.

LOCALIZACION DE LA ZONA DE ESTUDIO
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ANEXO I

REACCIONES DEL ESTUDIO FITOQUIMICO

1.- Reaccion general de lipidos.-0.5mL de extractos organicos en diferentes

tubos y se afadi6 gotas de Sudan lll, prueba positiva desarrollo color rojo intenso.

2.- Carbohidratos: Pruebas en tubo, con extractos organicos y acuosos y

calentamientos a bafio maria.

*Reaccion de Antrona.-A 0.5mL de extracto se afiadié por la pared 0.5mL de
solucion de Antrona/ H2SOa4, observar si hay aparicion de un anillo puarpura en la

interfase.

*Reaccion de Molish.-0.5mL de extracto afiadir 0.5mLde reactivo de Molish,
resbalar por paredes H2SOascon, observar si existe aparicion de un anillo purpura

en la interfase.

*Reaccion de Fehling.-1mL de extracto afiadir 1mL de reactivos Ay B, calentar a
ebullicion 8 min, se observa si existe la formacién de 6xido cuproso como

precipitado rojo ladrillo

*Reaccion de acido mucico.-1mL de extracto organico y afadir ImL de HNOs,

mezclar y reposar 24 horas, observar si hay formacion de cristales solubles.

*Reaccion de Seliwanoff.-0.5mL de extracto afiadir 0.5mL de reactivo de carbazol

y 1ml de HCI25% calentar 10min, se observa si hay color rojo cereza.

*Confirmacion de cetosas.-0.5mL de extracto afiadir 0.5mL de HClcon, calentar
a ebullicion, poner una tira de papel filtro humedecido con gotas de C2H4+O2 y
anilina en el tubo, observar la apariencia de una mancha color rojo naranja en el

papel filtro.

* |dentificacion de Pentosas.-2mL de reactivo de Bial, calentar a ebullicion y
luego agregar 0.5mL de extracto. Aparicion de color azul verdoso.
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3.- Flavonoides: Pruebas en tubo, con extractos organicos y calentamientos a

bafio maria.

*|dentificacion de Flavonoides.-Colocar droga vegetal en caja de petri, afadir
0.5mL de NH4OHcon. Reposar de 5-15min. Aparicion de color amarillo, naranja, rojo

o azul.

*Caracterizacion de Heterdsidos Flavonicos.-0.5mL de extracto, afiadir 0.5mL
de NaOH, KOH o NH4OH 10%. Aparicion de color amarillo, tonos rojos, color

purpura rojizo, café anaranjado o azul.

*Caracterizacion de Heterdsidos Flavonicos.-0.5mL de extracto, afiadir 0.5mL
de FeCl3 5%, se observa coloraciéon verdosa

*Reaccion de Shinoda o Cianidina.-0.5mL de extracto, afiadir 0.1mg de Mg y
3gotas de HCI con. Aparicion de color anaranjado, roja, roja-azulosa, violeta, verde

o azul.

0.5mL de extracto, afiadir 0.1mg de Zn metélico y 3gotas de HCI con. Aparicion de

color violeta.

*Reaccion de Marini-Bettolo.-0.5mL de extracto, afiadir 0.5mL de reactivo de
Marini-Bettolo Aparicion de coloracién roja, naranja, precipitado rojo oscuro o

violeta o precipitado amarillo o naranja.

*Reaccion con H2S04.-0.5mL de extracto, adicionar 3 gotas de H2SOacon.
resbalado por la pared. Aparicién de coloraciones amarillas, anaranjadas, guinda,

rojo guinda o azuloso.

*Reaccion de Dimroth.-0.5mL de extracto, afiadir 0.5mL de reactivo de Dimroth.
Aparicion de coloracion de naranja a rojo. 0.5mL de extracto, afiadir 0.5mL de
solucion de H2BO3 10% y 0.5mL de CeHsO7y 0.5mL de acetona. Aparicion de

coloracion amatilla.

*Reaccion para Leucoantocianidinas.-0.5mL de extractos, agregar 3 gotas de
HCI en propanol 2N y calentar. Aparicion de color rojo, violeta o café amarillento.
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*ldentificacién de Antocianinas.-Droga vegetal molida, afiadir 3mL de HCI 20%,
calentar 10min., enfriar, filtrar, al filtrado agregar gotas de acido picrico 1%.

Formacion de precipitado amarillo.

4.-Taninos: Pruebas en tubo, con extractos organicos y acuosos, calentamientos

a bafo maria.

*Ensayo de gelatina.-0.5mL de extractos en diferentes tubos, afiadir 3gotas de

gelatina 1% en NaCl 10%. Formacion de precipitado.

*Reaccion de FeCls.-0.5mL de extractos, afiadir 3gotas de NaCl 1% y 3 gotas de

FeCls 5%. Aparicion de color azul-negro o grisaceo.

*Ensayo de Stiasny.-0.5mL de extractos en diferentes tubos, afiadir 0.5mL de
Reactivo de Stiasny, calentar 30min. Precipitacion de grumos floculentos.

*Prueba de Oxidacion de Taninos Catéquicos.-0.5mL de extractos en diferentes
tubos, afadir 0.5mL de HCleon, calentar a ebullicion por 5min. Aparicion de

coloracion roja.

*Ensayo de la catequina.-Humedecer astilla de madera con extracto, secar,
empapar con HClcon, secar, calentar cerca de placa calefactora. Aparicion de

coloracion rosa o roja.

*Ensayo del acido Clorogénico.-0.5mL de extractos en diferentes tubos, afiadir

0.5mL de NH4OH 10%, agitar y reposar. Aparicién de coloracién verde.

5.-Quinonas: Pruebas en tubo, calentamientos a bafio maria. Extracto Etéreo
Directo (EED) 10mL de extracto de decoccién extraer por particion con 10mL de
eter etilico. Extracto Hidrdlisis Oxidativa (EHO) 1g de muestra vegetal molida
agregar 5mL FeCl35% y 5mL HCI 10%, hervir 10min, enfriar, filtrar y extraer por
particion con 10mL de éter.

*Reaccion general.-A 0.5mL de EED afiadir 0.5mL de NH4OHcon 0 0.5mL de
H2SOucon. Aparicion de color rojo a puarpura
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*Ensayo de Borntrager para antraguinonas libres.-0.5mL de EED agregar
0.5mL de NaOH 10%, agitar y reposar. Aparicion en fase acuosa color rosa, rojo,
violeta o amarillenta con fluorescencia verde. Si no hay cambio de coloracion o es

amarillenta agregar H202 6%. Aparicion de color rojo.

*Ensayo para Antraquinonas con grupos acidos libres.-1mL de EED agregar

0.5mL de NaHCO310%, agitar. Aparicion de color rosa, rojo o violeta.

*Ensayo para antranoles libres.-1mL de EED agregar 2 gotas de HNOscon,,
reposar 5-30minutos, afiadir 0.5mL de NH4OHcon., resbalar por la pared. Aparicion
de color violeta.

*Ensayo de Borntrager para heterésidos antraguindnicos.-lmL de EHO
agregue 1mL de KOH 10%, agitar. Aparicion de color rosa, rojo o violeta en fase

acuosa

6.-Saponinas: Pruebas en tubo con extractos organicos y calentamientos a bafio
maria. Extraccion de Saponinas(ES) Droga vegetal molida agregar solucién salina

isotonica tibia y filtrar.

Prueba de Espuma.-Agitar ES de 3-5min y observar formacion de espuma por

més de 15min y altura superior a 8mm.

*Prueba de Accién Hemolitica.-1mL de ES, afiadir suspensién de sangre
desfibrinada 5% en disolucién salina al 0.85%, mezclar, centrifugar un 1min a

1500rpm y reposar. Aparicién de color rojo que no desaparece con el reposo.

*Prueba de Libermann-Burchard (LB).-1mL de extracto organico con 1mL de

reactivo de LB. Aparicion de coloracion rosa-purpura o azul-verde.

*Prueba de Rosenheim.-1mL de extracto organico con 1mL de reactivo de

Rosenheim. Aparicion de coloracion violeta-azul.

*Reaccidon de Rosenthaler.-1mL de extracto organico con 3 gotas de vainillina 1%

en etanol y 3 gotas de H2SOscon. Aparicion de color violeta.
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7.-Heter6sidos Cardioténicos: Pruebas realizadas en tubo con extractos

etandlico y metanolico, los calentamientos son a bafio maria.

*Prueba de Baljet.-Colocar 1mL de extracto con gotas de reactivo de Baljet.

Aparicion de coloracién naranja o rojo oscuro.

*Reaccion de Kedde.-Mezclar 1mL de extracto con 3gotas de metanol y 3 de
cloroformo, verter en papel filtro, secar y afadir 1gota del reactivo de Kedde.

Aparicion de coloracién violeta o azul.

*Prueba de Raymond.-Mezclar 0.5mL de extracto con reactivo de Raymond.

Aparicién de coloracion violeta o azul.

*Prueba de Lieberman-Buchard (LB).-Mezclar 0.5mL de extracto con 1mL de
reactivo LB. Aparicion de anillo azul-verdoso.

*Ensayo de Keller-Kiliani.-Mezclar 0.5mL de extracto con 0.5mL de Reactivo de
Keller Kiliani, después agregar 0.5mL de H2SOascon. Aparicion de anillo color azul.

*Prueba de Xantidrol-9.-Mezclar 0.5mL de extracto con mezcla de 0.5mL del
reactivo de Xantidrol, afiadir 2gotas de HClcon, NO agitar, calentar 5-10min.

Aparicion de coloracion roja.

8. Heterd6sidos Cianogenéticos: Colocar porcion de droga molida en un tubo,
afiadir 5mL de agua y 10 gotas de Xilol, colocar tira de papel impregnada con

picrato de sodio, sellar tubo y calentar 50°. Aparicion de coloracion roja en tira.

9. Lactonas sesquiterpénicas: Se llevé a cabo para su identificacion una
cromatografia en placa fina, utilizando como adsorbente silica gel, usando como
sistema de disolventes: éter etilico-cloroformo 1-4 %
Iv y el agente cromogénico fue &cido sulftrico 50%, se calenté una vez rociado y

se observo bajo luz UV.

63



10. Alcaloides:

*Extraccion A.-Muestra vegetal pulverizada con 5mL de HCI 3% acuoso, calentar

a bafio maria 10 minutos.

*Extraccion B.- Muestra vegetal pulverizada con 5mL de HCI 5%.-etandlico,

calentar a bafio maria 5 minutos.

*Reacciones de precipitacion.-En placa excavada colocar 3gotas de extraccion
A, B, Decoccion e Infusion y afadirles 3 gotas de: Dragendorff, Meyer, Hager,
Wagner, Sonnenchein, Sheibler, Ac. Silicotungstico, Lloyd, Erdmann y Acido
Tanico, mezclar por rotacion, observar formacién precipitado o floculado y cambio

de color.

*Reaccion de identificaciéon de alcaloides indélicos.-A 1mL de extraccion A, B,
Decoccidn e Infusion, afiadir 0.5mL de reactivo de URK y 0.5mL de H2SO4 65%.

Aparicion de coloracion azul.
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ANEXO Il

HOJA TECNICA KIT ELISA TNF-a HUMANO

Human TNF-« p

ELISA Development Kit
900-K25 Lot#0112025

Expiration one year from date of receipt

Description: Human TNF-x ELISA development kit
contains the key components required for the quantitative
measurement of natural and/or recombinant " TNF-a in a
sandwich ELISA format within the range of 16—
2000pg/ml. Using the ELISA protocol desctibed below,
the recommended microplates, reagents and solutions, the
components supplied in this kit are sufficient to assay

hTNF-« in approximately 1000 ELISA plate wells.

RECONSTITUTION & STORAGE

Capture Antibody: 100ug of antigen-affinity purified rabbit
anti-hTNF-o + 2.5mg D-mannitol. Centrifuge vial prior to
opening.  Reconstitute in 1.0ml sterile water for a

concentration of 100pg/ml.

Detection Antibody: 50ug of biotinylated antigen-affinity
purified rabbit anti-h'TNF-a+ 2.5mg D-mannitol.

Centrifuge vial prior to opening. Reconstitute in 0.5ml
sterile water for a concentration of 100pg/ml.

Human TNF-« Standard: 1pg of recombinant hTNF-o
+ 2.2mg BSA + 11.0mg D-mannitol. Centrifuge vial prior
to opening. Reconstitute in 1ml sterile water for a
concentration of Tug/ml.

Note: The reconstituted components are stable for 2
weeks when stored at 2-8°C. Components that have been
reconstituted and aliquoted can be stored at -20°C for up

to 6 months.

Avidin-HRP Conjugate: 60ul vial. Upon receipt, avidin-
HRP conjugate should be aliquoted into ten 6ul vials and
stored at <-20°C. Aliquots stored frozen at <-20°C are

stable for up to 2 years form date of receipt. Avoid more
than one freeze-thaw cycle. Avidin should be used in
conjunction with ABTS only.

RECOMMENDED MATERIALS (or purchase
PeproTech’s ELISA Buffer Kit: Cat. # 900-K00)

ELISA microplates (Nunc MaxiSorp Prod. # 439454, or
Corning Prod # 3590);

Tween-20 (Sigma Cat. # P-7949);
BSA (Sigma Cat # A-7030);
ABTS Liquid Substrate Solution (Sigma Cat. # A3219);

Dulbecco’s PBS [10x] (Gibco BRL Cat. # 14200-075).

RECOMMENDED SOLUTIONS

Al solutions shonld be at ambient temperature prior to use.
PBS: dilute 10xPBS to 1xPBS, pH 7.20 in sterile water.

Wash Buffer: 0.05% Tween-20 in PBS
Block Buffer: 1% BSA in PBS *

Diluent: 0.05% Tween-20, 0.1% BSA in PBS *
* Sterile filter and store at 4°C for up to 1 week.

PLATE PREPARATION

1.- Dilute capture antibody with PBS to a concentration of
1.0ug/ml. Immediately, add 100ul to each ELISA plate
well.  Seal the plate and incubate overnight at room

temperaturc.

2.- Aspirate the wells to remove liquid and wash the plate
4 times using 300ul of wash buffer per well. After the last
wash invert plate to remove residual buffer and blot on

paper towel.
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3.- Add 300ul block buffer to each well. Incubate for at
least 1 hour at room temperature.

4.- Aspirate and wash plate 4 times.

ELISA PROTOCOL

Standard/Sample: Dilute standard from 2ng/ml to zero
in diluent. Immediately add 100ul of standard or sample
to each well in triplicate. Incubate at room temperature for
at least 2 hours.

Detection: Aspirate and wash plate 4 times. Dilute
detection antibody in diluent to a concentration of
0.50pg/ml.  Add 100ul per well. Incubate at room
temperature for 2 hours.

Avidin Peroxidase: Aspirate and wash plate 4 times.
Dilute one 5.5ul aliquot of Avidin Peroxidase 1:2000 in
diluent for total volume of 11ml. Add 100ul per well.

Incubate 45 minutes at room temperature.

ABTS Liquid Substrate:

(ABTS Substrate should be at ambient temperature prior to use)
Aspirate and wash plate 4 times. Add 100ul of substrate
solution to each well. Incubate at room temperature for
color development. Monitor color development with an
ELISA plate reader at 405 nm with wavelength correction
set at 650 nm.

NOTE: Reliable standard curves are obtained when
cither O.D. readings do not exceed 0.2 units for the zero
standard concentrations, or 1.2 units for the highest
standard concentration. The plate should be monitored at
5-minute intervals for approximately 45 minutes.

CROSS REACTIVITY

When tested at 50ng/ml the following antigens did not
exhibit significant cross reactivity:

Human: 4-1BBL, 4-1BBR, CD40I, BAFF, sFasl,
sRANKL, TNF-B, STNF-R1, sTNF-R2, sTRAIL,

STRAIL-R1, TWEAK, TWEAKR, VEGF
Murine: CD40L, sRANKL, TNF-a.

Rat: TNF-a

NetOD@405-650nm

o

o

100
Human THF-Alpha (paimi)

1000

10000
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