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Introduccion

El conocimiento de las plantas medicinales es milenario y ha trascendido por
generaciones gracias a la tradicion. Se considera que nuestros antepasados obtuvieron
el conocimiento del uso de las plantas después de distinguir entre las que servian como
alimento y aquellas que tenian algun efecto en su organismo, a partir de estos
conocimientos empezaron a diferenciarlas y seleccionarlas (Santillan, 2012). La
importancia de las plantas medicinales radica en el uso y aplicacion de estas como
remedio de enfermedades. Por lo que, las plantas han resultado ser una fuente

importante para la obtencion de compuestos quimicos con actividad farmacolégica.

En México, uno de los géneros mas representativos con mayor numero de especies es
el género de Salvia. Existen aproximadamente 300 especies, de las cuales el 85-88%
son endémicas de México (Campos-Xolalpa et al, 2018). Los estudios fitoquimicos de
varias plantas del género Salvia han llevado al aislamiento de una gran variedad de
metabolitos secundarios como esteroles, flavonoides, sesquiterpenoides, diterpenoides,
etc. Algunas especies de Salvia han sido usadas para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias como artritis, entre otras (Yi-Bing et al, 2012). Sin embargo, los metabolitos
secundarios que mejor caracterizan a las plantas del género Salvia son los compuestos

diterpénicos (Cardenas & Rodriguez, 1995).

En la medicina tradicional, el uso de las plantas medicinales como alternativa en el
tratamiento de procesos inflamatorios es una practica comuan. Actualmente el interés por
sustancias de origen vegetal va en aumento debido a que no son perjudiciales en

muchos de los casos.

La inflamacion es un padecimiento que es originado por la presencia de algun agente
patdgeno o por la estimulacion de agentes externos que generan una lesion tisular
(traumatico, toxicos, isquémicos, autoinmunes, etc.). La inflamacion tiene la finalidad de
adaptar al organismo a circunstancias normales (Vega- Robledo, 2008), por medio de
la activacion de una cascada compleja de interacciones bioquimicas y celulares,
mediadas por multiples agentes quimicos, que provocan cambios en la microvasculatura
(Villalba Herrera, 2014).

Siendo la inflamacién uno de los temas de mayor interés en la clinica ya que se presenta
en diferentes enfermedades, es de gran importancia buscar alternativas para el
tratamiento de este padecimiento, debido a que los farmacos prescriptos con mayor
frecuencia presentan efectos adversos, como Ulceras géastricas, entre otros (Espinos-
Pérez et al, 2011).



Por lo que, en el presente estudio, se evalud la actividad antiinflamatoria de Salvia
ballotiflora, también conocida como “mejorana” ya que presenta un perfil favorable para

ser propuesta como una alternativa para el tratamiento de la inflamacién.

Marco teodrico

Inflamacion

Etimolégicamente, la palabra inflamacion proviene del latin ‘inflammatio’, que significa
incendio o encender fuego, y era empleado para describir un 6rgano con aumento de
calor local. Actualmente, es el término utilizado para describir la serie de
acontecimientos que implican una respuesta inmunitaria y comprenden el edema local
correspondiente al reclutamiento de fagocitos y proteinas plasmaticas desde la sangre;

el eritema, el dolor y el aumento de temperatura (Delves et al, 2014).

La inflamacidon es una respuesta inespecifica y protectora, cuyo principal objetivo es
librar al organismo del elemento causante del dafio celular y de las consecuencias de
ese dafio (Licastro, 2005). Sin embargo, si la fuente de inflamacién no se elimina o
persiste se vuelve crénica, y en algunas ocasiones desencadena la pérdida de la funcion
del tejido.

Varias enfermedades involucran un proceso inflamatorio crénico tales como las
cerebrovasculares, cardiovasculares, diabetes mellitus, alzheimer, arterioesclerosis,
colitis crénica degenerativa, neoplasias y artritis reumatoide (Gomez, 2011) y por ello es
de gran importancia contar con productos que traten esta respuesta inespecifica con el

menor dafio posible.
Clasificacion de la inflamacion

La inflamacion es clasificada dependiendo el tiempo de duracién, caracter del exudado,

etiologia, caracteristicas morfoldgicas y localizacion:
1. Tiempo de duracion:

a. Aguda: Respuesta inmediata al agente agresor o dafio, cuya finalidad es
la liberacion de mediadores de defensa en el area de la lesion. Su
duracion es corta.

b. Cronica: Proceso prolongado en el cual hay destruccion de tejido,
inflamacién activa y un repetitivo intento de reparacion. Su tiempo de

duracion es prolongado.



2. Carécter de exudado:

a. Trasudado: Caracterizada por la presencia de liquido extravascular con
bajo contenido proteico, producto de la ligera permeabilidad vascular.

b. Exudado: Hay presencia de liquido inflamatorio extravascular con alto
contenido proteico, lo que denota una gran permeabilidad en los vasos
sanguineos.

3. Etiologia:

Infecciosas: Por bacterias, virus, parasitos o toxinas microbianas.
Traumdticas.

Térmicas: Resultantes de quemaduras o congelamiento.
Irradiaciones.

Exposicion a agentes quimicos ambientales.

-~ o a0 TP

Necrosis tisular.

Presencia de cuerpos extrafios.

= Q@

Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad.
4. Caracteristicas morfoldgicas:

Serosa: acumulo de liquido tisular de bajo contenido proteico.

b. Fibrinosa: presencia de exudado con grandes cantidades de fibrinégeno.

c. Supurativa o purulenta: produccion de exudados que constan de
leucocitos y células necroticas.

d. Abscesos: presenta tejido inflamatorio purulento acompafiado de
necrosis licuefactiva.

e. Ulceras: producidas por esfacelamiento de tejido necrético inflamado.

5. Localizacion:

a. Focales: producidas en zonas y 6rganos especificos.
b. Diseminados: resultado de la propagacién de procesos inflamatorios
persistentes. (Robbins & Cotran, 2010).

Generalidades de la inflamacion

Las células de la inflamacion estan representadas por los monocitos-macréfagos, los
neutrdfilos, los basoéfilos-mastocitos, los eosindéfilos y los linfocitos. Se diferencian entre
si, unas forman parte de los tejidos permanentemente (mastocitos y células
endoteliales), otras migran y acceden al sitio afectado desde la sangre (neutrofilos

polimorfonucleares, monocitos, macrofagos y linfocitos). Tal es el caso de los linfocitos



y otras células, producen moléculas activas que generalmente son mediadores del
proceso inflamatorio (Gomez, 2011). Los macréfagos estan ampliamente distribuidos en
el organismo, lo que hace que sean elementos centrales en la inflamacién (Espinds-
Pérez et al, 2011).

La inflamacion se resume en varios fendmenos fisiologicos que involucran la
disminucion de proliferacion y maduracion de células inmunes, la induccién de la
apoptosis y fagocitosis de leucocitos activos, asi como a inhibicion de la secrecion de
mediadores inflamatorios y la depuracion de los mismos. Uno de los primeros cambios
vasculares es la vasodilatacion, inducida por la histamina, que posteriormente
desencadenara la salida de liquidos del espacio intravascular al extravascular hasta
generar un edema. Lo que trae como consecuencia la disminucién de la velocidad
sanguinea, pérdida de liquido intravascular, aumento de la viscosidad de la sangre,
entre otras cosas, que resulta en la detencién o estancamiento de la sangre (Gomez et
al, 2011).

En el proceso inflamatorio el flujo de los vasos sanguineos, asi como el calibre, sufren
importantes cambios que posibilitan la salida de proteinas y células plasméaticas desde
la circulacion hacia el foco inflamatorio. Las moléculas que inician la inflamacién son un
grupo de activadores y quimioatrayentes de células, como las citocinas y quimiocinas
producidos por diversas células. Las principales quimiocinas y citocinas, producidas en
altas concentraciones por los fagocitos y linfocitos, se denominan proinflamatorias
(Madigan, 2015).

El 6xido nitrico (NO) también puede fungir como molécula proinflamatoria, mediante la
activacion de la ciclooxigenasa (COX) y por lo tanto aumentar la produccién de las
prostaglandinas, puede inhibir la adhesién de los leucocitos al endotelio vascular, lo que

impide su entrada al tejido lesionado (Gomez et al, 2011).

El 6xido nitrico es un radical libre que participa en numerosos procesos fisioldgicos del
organismo; sin embargo, en grandes cantidades puede actuar de forma perjudicial en
los tejidos (Rojo et al, 2003). Posee una accion inmuno-regulatoria importante en la
inflamacién pues se ha demostrado que la activacion de NO es relevante en la
patogénesis de enfermedades inflamatorias (Silvia et al, 2011). En la artritis reumatoide
como en otras enfermedades, se ha demostrado que se encuentra presente en niveles

elevados (Gomez et al, 2011).

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad que causa dolor, entumecimiento,
inflamacién y a veces deformacion de las articulaciones. Se presenta comunmente en

los dedos de los pies y de las manos, mufiecas, codos, hombros, caderas y rodillas. En
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general afecta la misma articulacion a ambos lados del cuerpo. La artritis no se puede
curar, pero existen medicamentos que pueden reducir la frecuencia y severidad de los
ataques (Imaizumi, 2008). Esta enfermedad créonica comprende tres procesos basicos:

inflamacidn, proliferacion sinovial y destruccién del tejido articular (Garcia- Lépez, 2016).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) parece ejercer un papel central en la
patogénesis de esta enfermedad, junto con la remodelacion tisular inducida por la matriz
metaloproteinasa (MMP), la angiogénesis inducida por el factor de crecimiento del

endotelio vascular (VEGF) y la sobreproduccién de NO (Imaizumi, 2008).

La desnaturalizacién de proteinas es una causa de la inflamacion ya que implica la
modificacion estructural de las proteinas (terciaria y cuaternaria) ya sea por estrés, el
contacto con &cidos o bases fuertes, calor, etc., esto conlleva a la pérdida de funcion

biol6gica (Garcia- Lopez, 2016)

Tratamiento antiinflamatorio
Los medicamentos usados para el tratamiento de la inflamacién consisten en tres grupos
de agentes antiinflamatorios:

1) Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides,

2) Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

3) Farmacos modificadores de la enfermedad (FARMES) (Dominguez, 2012).

Los glucocorticoides poseen un potente efecto antiinflamatorio local debido su
liposolubilidad (Cosio, 2005). En este grupo de farmacos se encuentran la

dexametasona, prednisona, cortisona, hidrocortisona, entre otros.

Mientras que los AINEs disminuyen el dolor y la inflamacion, mediante la inhibicion de
las COX-1y 2y el bloqueo de la secrecion de mediadores proinflamatorios. Algunos de

estos son: aspirina, iburofeno, naproxeno, entre mucho mas.

Por dltimo, los FARMESs inhiben la secrecién de citocinas proinflamatorias, ademas
disminuyen la interaccion entre las células T con las células presentadoras de antigeno
(Dominguez, 2012). Estos farmacos comparten acciones farmacoldgicas y efectos

adversos, tales como la toxicidad gastrointestinal y renal (Gomez, 2011).
Efectos secundarios/adversos

En el tratamiento de la inflamacién, las propiedades antipiréticas, analgésicas y
antiinflamatorias de los AINEs hacen que su prescripcion sea de las mas frecuentes. Tal
es el caso del ibuprofeno, aspirina y naproxeno. (Espinds-Pérez et al, 2011). Este tipo

de farmacos ejercen su actividad antiinflamatoria a través de la inhibicion de la COX 1y



2 en el sitio de inflamacion. La inhibicién de la COX-1 en los tejidos gastrointestinales y
renales puede limitar su utilidad terapéutica pues generan efectos no deseados, ya que
depende de la capacidad de bloqueo en mayor o menor grado a estas formas de COX
(Ruiz et al, 2002).

Los glucocorticoides se fijan a un receptor del citoplasma unido a una proteina formada
por dos subunidades, esto permite que el complejo esteroide-receptor se desplace al
nucleo y se una al ADN y posteriormente haya una inhibicion de la transcripcion de
citocinas proinflamatorias, pero también provoca un gran numero de efectos
secundarios, entre estos estd la hiperglucemia, hiperinsulinemia por el aumento de

sintesis hepéatica de lipoproteinas y triglicéridos (Espinds-Pérez et al, 2011).

El tratamiento con FARMEs es asociado a alteraciones hematol6gicas como
hemorragias, hematomas; reacciones adversas que pueden poner en riesgo la vida del
paciente. Algunos de estos farmacos son: cloroquina, metotrexato, sulfasalacina, entre
otros (OMS, 2018).

Tratamiento alternativo

Hoy dia el interés por las sustancias antiinflamatorias de origen vegetal va en aumento,
gracias a que ofrecen ventajas, como la baja incidencia de efectos adversos en relacion
a los antiinflamatorios clasicos. Actualmente el uso de plantas en el tratamiento de
enfermedades antiinflamatorias o como fuente de compuestos quimicos con actividad
biolégica ha ido en aumento. Por lo que en el presente trabajo se propone a Salvia
Ballotiflora la cual se usa en la medicina tradicional en el estado de San Luis Potosi para

tratar problemas relacionados con la inflamacién.

En México, el género Salvia es el segundo género con mas especies. El nombre de
Salvia proviene de la palabra salvare. Estas plantas han sido usadas como
ornamentales, con propésitos culinarios y aromaticos, asi como tratamiento de
diferentes enfermedades. Actualmente existen estudios sobre los efectos
farmacoldgicos de las plantas del género Salvia, tales como: el efecto antiinflamatorio,
antinociceptivo, antibacterial, hipoglucémico, antihipertensivo, entre otros. (Campos-
Xolalpa et al, 2018).

Generalmente de estas especies se aislan flavonoides, compuestos esteroidales,
triterpenos, fendlicos, entre otros. Sin embargo, los metabolitos secundarios de interés
para este estudio son los compuestos diterpénicos. Existen estudios previos del
aislamiento de cuatro diterpenos y posterior a esto fueron evaluadas diferentes

actividades.



Salvia ballotiflora Benth

Figura 1. Planta fresca de Salvia ballotiflora. Imagen tomada de:
https://www.wildflower.org/gallery/result.php?id_image=55933

Clasificacién Taxondémica
Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Labiatae
Género: Salvia

Especie: Salvia ballotiflora

Salvia ballotiflora es una planta perenne del norte de México y del sur de Estados Unidos
perteneciente a la familia de las lamiaceas. También es conocida como: “Arbusto Salvia
azul” o “mejorana” Es usada en la medicina tradicional mexicana para aliviar los
sintomas posparto (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2013). Fue
descrita por George Bentham y su distribuciébn en México incluye los estados de
Coahuila, Durango, Hidalgo, Nuevo Leo6n, Zacatecas y San Luis Potosi.

El crecimiento de estos arbustos alcanza una altura de 1.2-1.8 m. Sus hojas son
ovaladas y miden de 1.5 a 3.8 cm de largo, presentan margenes ondulados o dentados
con tricomas sobre las superficies superior e inferior, dando una textura aspera. Las
flores de S. ballotiflora son de color azul purpura con una longitud menor a 1.3 cm, las

cuales florecen a partir de abril hasta octubre.

En 2013, fue evaluada la actividad antiidiarreica de 19-desoxiietona que fue aislado de
Salvia ballotiflora (Pérez-Gutiérrez et al, 2013). En 2017, fue evaluada la actividad


https://www.wildflower.org/gallery/result.php?id_image=55933

citotoxica de cuatro diterpenos aislados de Salvia ballotiflora: 19- deoxicetexona
(DEOX), 7, 20- dihidroanastomosina (DAM), Icetexona (ICT) y 19-deoxiisoicetexona
(DIC) (Campos-Xolalpa, et al, 2017), asi como las actividades antiproliferativas,

antiinflamatorias, entre otras, de once diterpenoides (Esquivel et al, 2017).

En el presente estudio se evalud la actividad antiinflamatoria in vivo del extracto

cloroférmico de S. ballotiflora asi como de uno de los compuesto aislados.

Obijetivos:
General:

e Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto cloroférmico de

Salvia ballotiflora Benth y cuatro de sus compuestos aislados.
Especificos:

e Determinar la actividad antiinflamatoria in vivo del extracto cloroférmico
de S. ballotiflora.

e Determinar el posible mecanismo de accién del extracto cloroférmico y

de los cuatro diterpenos aislado de S. ballotiflora.

e Evaluar la actividad antiartritica in vitro del extracto y de los cuatro

compuestos aislados de S. ballotiflora.

Material y métodos

Material vegetal

Salvia ballotiflora fue colectada en el mes de agosto del 2017 en el cerro de Las
Comadres, en el municipio de Guadalcazar, Estado de San Luis Potosi, México. Se
podaron las partes aéreas de la planta: flor, hojas y tallos, la planta fue autentificada por
el taxbnomo José Garcia Pérez y un espécimen (SLPM43014) fue depositado en el

herbario Isidro Palacios de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

Preparacién del extracto

Las partes colectadas de la planta de Salvia ballotiflora se dejaron secar a la sombra y
a temperatura ambiente y posteriormente fueron molidas. En un matraz de fondo
redondo se colocaron 564.8 g y 3.8 L de cloroformo. La mezcla se calent6 a temperatura
de ebullicion durante 4 h, posteriormente se filtr6 y se elimin6 el disolvente a presion
reducida. Al producto obtenido se le realiz6é un lavado con hexano (ECL) y se eliminé el

disolvente remanente.
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Separacion del extracto

El extracto cloroférmico fue separado por cromatografia en columna abierta empacada
con silica gel 60, como fase estacionaria, y como fase mévil n-hexano, la polaridad se
fue incrementando con acetato de etilo. De las fracciones obtenidas se recuperaron los
sélidos precipitados y una vez purificados fueron identificados por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN). Se siguié la metodologia empleada en 2016 por Campos-

Xolalpa.

Evaluacion de actividad antiinflamatoria in vivo

Animales de experimentacion

Los animales que se usaron para las pruebas in vivo fueron ratones macho de la cepa
CD-1 de 25 a 30 g. Los cuales fueron proporcionados por la Unidad de Produccién y
Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad Autbnoma
Metropolitana unidad Xochimilco. Los animales contaban con alimento LabDiet y agua
ad libitum. Se mantuvieron con periodos de exposicion a la luz/oscuridad de 12 horas y
temperatura de 20-22 ° C. La manipulacién de los roedores fue de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, especificamente en las técnicas para la

produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
Inflamacién aguda

Se evalud la actividad inflamatoria en edema auricular agudo en ratones inducido por
13-acetato de 12-O-decanoliforbol (TPA). Se usd la técnica descrita por De Young et al.
1989, en el cual una solucién de 2.5 ug de TPA por ratén en 20 pL de acetona, se aplico
por via topica en la parte exterior e interior de la oreja derecha de los ratones (10 pl en
cada lado). Después de 30 minutos de la aplicacion de TPA, se administraron 2 mg por
oreja del tratamiento de prueba (ECL y DEOX) e indometacina como referencia a la
misma dosis. Seis horas posteriores a la administracion de TPA, los ratones fueron
sacrificados por dislocacién cervical, se obtuvieron circulos de 6 mm de diametro tanto
de la oreja derecha como de la izquierda. La inflamacién se cuantific6 como edema por
diferencia de peso entre las dos orejas. La actividad antiinflamatoria se evalu6 como el
porcentaje de la inhibicion del edema de las orejas de los ratones con tratamiento,

comparados con el grupo control.

El porcentaje de inhibicion se determind mediante la siguiente formula:

Formula 1

Inhibicién (%)  C8.= Ceontrol - (€t — COiratado
nnioicton () = (Ct — CO)control *
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Donde Ct es el peso de la oreja con el tratamiento y CO el peso de la oreja con el
vehiculo.

Inflamacioén cronica:

Se evalué mediante el modelo de edema auricular crénica en ratones, producido por la
aplicacion topica multiple de TPA. El edema auricular se indujo de igual manera que en
el modelo agudo, aplicando TPA y los tratamientos 5 veces, cada 48 h. La dosis de
indometacina fue de 8 mg/kg y de ECL fue de 12.5, 25 50 y 100 mg/kg, los tratamientos
se administraron por via oral. Los animales se sacrificaron al finalizar el tratamiento y de
igual manera, se obtuvieron discos de 6 mm de didmetro de ambas orejas y se pesaron.
La diferencia de peso entre las orejas se tomo6 como expresion del edema. Se calculé el

porcentaje de inhibicion con la formula 1.

Evaluacion de actividad antiinflamatoria in vitro

Evaluacion de Viabilidad

Se empled la linea celular de macrofagos (J774A.1), la cual se crecio en Medio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB),
penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina 100 pug/ml y se incubd a una temperatura de 37 °

C en una atmosfera de 5% de CO..

Posteriormente, se desech6 el medio de la caja de cultivo y se enjuagd con 1 mL de
solucion amortiguadora de sales de fosfatos (PBS). Se dejé incubar nuevamente por 5
min con 1 mL de tripsina 0.05%, posteriormente se le adicionaron 500 pL de DMEM y
se suspendieron para poder trasvasar a un tubo Eppendorff y se centrifugd a 5000 rpm
por 5 min y se decant6 el sobrenadante. El paquete celular fue resuspendido en 1 mL
de medio para realizar el conteo celular en una camara de Neubauer y seguido a esto,
colocar 100 pL en cada pozo de la placa de cultivo (de 96 pozos). Cada pozo contenia
5000 células. La placa se dejo6 incubar a 37 ° Cy 5 % de CO; durante 24 horas para
permitir su adherencia. Transcurridas las 24 horas, se colocaron los tratamientos

siguientes:
e Grupo control: células con vehiculo.

e Grupos de prueba: células tratadas con ECL a diferentes concentraciones
(100, 50, 25, 20, 15, 10,5, 3y 1 pg/ mL).

Después de 24 horas de incubacion con el tratamiento, se agregaron 10 pL de una
solucion de MTT (Bromuro 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5 difeniltetrazol) a una

concentracion de 5 mg/mL. Se dej6 incubar la placa de 1 a 2 horas hasta la formacién
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de cristales de formazan. Enseguida, se retird el sobrenadante y se afiadieron 100 uL
de Dimetil Sulféxido (DMSO) para solubilizar los cristales previamente formados.
Finalizado el procedimiento se determind la densidad Optica (DO) en un
espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 540 nm (Mosmann, 1983). El porcentaje

de viabilidad se obtuvo con lo siguiente:
Férmula 2

o DO células tratadas
% Viabilidad = v x 100
DO células control

Determinacion de éxido nitrico

Para la determinacion de NO, fueron sembradas 500 000 células/pozo en cajas de 6
pozos, se dejaron incubar por 24 h. Posteriormente se colocaron los tratamientos a los
diferentes grupos formados: 1) LPS (5 pg/ mL), 2) Indometacina (50 uM) + LPS (5 ug/
mL) y 3) ECL (10 pg/mL) + LPS (5 pg/ mL) 4) DEOX (20 pg/mL) + LPS (5 pg/ mL) (por
triplicado), y se incubaron por 24 h. Terminado el tiempo se colect6 el sobrenadante
En una placa de 96 pozos se colocaron 100 uL del sobrenadante de cada grupo (Basal,
LPS, IND, ECL y DEOX), posteriormente a cada pozo se le agregaron 100 L de reactivo
de Griess. La placa se incub6 a 37° C durante 30 minutos, una vez transcurrido el tiempo
se determinaron las absorbancias en un lector de ELISA a 540 nm. El porcentaje de
oxido nitrico de cada grupo fue calculado a partir de considerar el 100% al grupo de
LPS.

Modelo de AR: Proteccidn a la desnaturalizacién de proteina.

Para la evaluacion in vitro de la actividad antiartritica se usé el método de proteccién a
la desnaturalizacién de proteinas de suero fetal bovino (Rahman y col., 2015). Se
prepar6é una solucién acuosa de albumina de suero fetal bovino al 5% p/v (Sa) y se
formaron los siguientes grupos: 1) Diclofenaco como farmaco de referencia, 2) ECL
extracto de prueba y 3) Agua destilada como control. En tubos de ensayo se colocaron
0.450 mL de Say se adicion6 0.050 mL de los tratamientos correspondientes de cada
grupo. Las concentraciones de diclofenaco y de ECL fueron de 25, 50, 100, 200, 500,
750 y 1000 pg/mL. Posteriormente se ajusto el pH a 6.3 con HCI 0.1 N. Las muestras
se incubaron a 37 °C durante 20 min, terminado el tiempo se incremento la temperatura
a 57 °C durante 3 min. Transcurrido el tiempo se dejé enfriar las muestras y se agregaron
2.5 mL de buffer de fosfatos. La absorbancia se midié utilizando un espectrofotometro
UV-Visible a 560 nm. El grupo control representa 100% de desnaturalizacion de
proteinas. El porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacion de proteinas se calculo

con la siguiente formula:
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Formula 3

L Abs muestra — Abs control
% Inhibicion = ( Abs control )

Resultados y discusion

Se obtuvo un extracto cloroférmico lavado con hexano (ECL) con un rendimiento de
2.28% con respecto a la planta seca y molida, valor similar al obtenido es estudios
previos (1.82 %) (Campos-Xolalpa, 2016).

Extraccion y aislamiento de diterpenos
ECL se separ6 por cromatografia en columna y se obtuvieron 35 fracciones. En la tabla
1 se muestran las fracciones obtenidas con su respectiva polaridad y los sélidos

obtenidos en cada una de ellas.

Tabla 1.- Fracciones obtenidas de la separacion cromatogrdfica de ECL

Fraccién Polaridad Solidos Nombre del Rendimiento con
i compuesto respecto ala planta
(hexano gcetato de secay molida
etilo)
1-4 95-5 % Nss Nss |-
5-9 90-10 % Compuesto 19-deoxiicetexona 0.0043 %
naranja (DEOX)
10-11 90-10 % Mezcla de DEOX y DAM
compuesto
amarillo y
naranja
12-16 85-15 % Compuesto 7,20- 0.002%
amarillo dihidroanastomosina
(DAM)
17-20 85-15 % Nss Nss
80-20 %
17-21 75-25 % Compuesto | 19-deoxiisoicetexona 0.003%
amarillo (DIC)
22-26 80-20 % Compuesto Icetexona (ICT) 0.0009%
naranja
27-35 75-25 % Compuesto Mezcla de acido 0.0044 %
blanco. ursélico y &cido
- 0,
70-30 % oleandlico (MAUO)
50-50 %

Nss: No se precipitd sélido.
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Los cristales naranjas fueron obtenidos a partir de la fraccion con hexano-acetato de
etilo (90:10, v/v), compuesto que fue determinado como DEOX; de la fraccién con
hexano-acetato de etilo (85:15 v/v) se obtuvieron cristales amarillos identificados como
DAM; el sélido amarillo, identificado como DIC fue obtenido a partir de la fraccién de
hexano-acetato de etilo (75:25 v/v), a partir de la fraccion de hexano-acetato de etilo
(80:20 v/v) fue obtenido ICT. Las estructuras de estos compuestos se corroboraron por
Resonancia Magnética Nuclear (Figura 2) en 2016 por Campos-Xolalpa y a su vez

comparados con los espectros obtenidos por Esquivel y col., (1997).

0 OH

Tt

T

1.- 19-deoxyicetexona (DEOX) (2) 19-deoxiisoicetexona

T
Tunmn

(4) Icetexona (ICT)

(3) 7,20-dihidroanastomocina (DAM)

Figura 2.- Estructura quimica de los diterpenos aislados del ECL.

Las salvias presentan una composicion con abundantes metabolitos de naturaleza
diterpénica y triterpénica, derivados del ursano y oleanano, por lo que también se
encontré una mezcla acido ursélico y acido oleandlico (MAUOQ) en la separacion (Ortega

et al, 2002) como se muestra en la tabla 1.

Los solidos obtenidos presentaron un bajo rendimiento, esto fue una limitante para su
evaluacion, por ende, se continu6 evaluando la actividad antiinflamatoria solo del

extracto y DEOX solo en el modelo agudo.
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Evaluacion de toxicidad in vivo.

Previo a la evaluacion de la actividad antiinflamatoria aguda y crénica, se determind la
toxicidad de ECL en ratones machos CD-1 con peso de 20 a 25 g. Se probaron las dosis
de 400 a 5000 mg/Kg. En la tabla 2 se muestran los dafios causados por las diferentes

dosis de ECL en: estobmago, higado, bazo y rifiones del ratén.

Tabla 2.- Toxicidad in vivo de ECL a diferentes dosis

Dosis Ratones Daiio de 6rgano
(mg/kg) muertos Estomago Higado Bazo Riflones

400 0de 10 SD SD SD SD
625 0de 10 SD SD RO SD
800 0de 10 SD SD RO DO
950 0de 10 SD SD RT DO
1000 0de 10 SD SD RO DO
1250 0de 10 SD RO DO DO
2500 5de 10 SD RO DO DO
5000 4de 10 SD RO DO DO

SD: Sin dafio

RO: Rojizo

DO: Daiado

RT: Reduccidn de tamafio

Con las dosis de 625 a 5000 mg/kg, se present6 dafio en la mayoria de los 6rganos, a
excepcion del estbmago. A partir de la dosis de 2500 mg/kg murioé la mitad del grupo en
estudio, pero a partir de la dosis de 400 mg/kg no se mostré algun dafio en los érganos
evaluados. Por lo tanto, se determind la evaluacion de la actividad antiinflamatoria

cronica con dosis menores de 400 mg/kg.

Evaluacion de actividad antiinflamatoria in vivo

Edema auricular agudo inducido por TPA
Se determind la actividad antiinflamatoria aguda de ECL por el modelo de edema
auricular inducido por TPA. En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos con

indometaciona, ECL, DEOX y vehiculo.

Tabla 3.- Actividad antiinflamatoria aguda de ECL.

Grupo Dosis % de inhibicion
(mg/oreja)
Vehiculo 0 0
Indometacina 2 88.35+6.36
ECL 2 84.01+6.63 ™
DEOX 2 68.83 £ 12.65

Media * EE (n=8), NS. p>0.05, comprado con el grupo Indometacina.

ECL disminuy6 el edema 84.01 £ 6.63 % al compararse como el control positivo (88.35

+ 6.36), se encontré que no hay diferencia significativa entre los dos grupos (p>0.05).
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Es importante sefialar que DEOX presenté actividad antiinflamatoria, sin embargo, fue

menor comparada con ECL e indometacina.

Edema auricular cronico inducido por multiples aplicaciones de TPA

En el modelo de edema auricular en ratdén inducido por multiples aplicaciones de TPA
los ratones fueron tratados con ECL a diferentes dosis (tabla 4). El porcentaje de
inhibicién de inflamacién obtenido con ECL a la dosis de 100 mg/kg no presentd
diferencia significativa (p>0.05) con respecto al grupo de indometacina. La dosis efectiva

media fue de 45.33 mg/kg.

Tabla 4.- Actividad antiinflamatoria de ECL en edema auricular inducido por multiples aplicaciones.

Dosis % de inhibicion

Grupo . .
mg/kg de inflamacion

Vehiculo 0 0

Indometacina 8 64.32 + 2.47

12.5 26.43+7.12

25 30.07 +2.41

ECL

50 53.28+2.21

100 62.71+2.30Ns

Media * EE (n=8), Ns. P>0.05, comprado con el grupo Indometacina

Al ser aplicado de forma tépica, el TPA inicia la activacion de la proteina cinasa C (PKC)
y la fosfolipasa Az, ademas de la produccion de mediadores que intervienen en el efecto
inflamatorio (Garcia et al, 2004). De acuerdo con los resultados obtenidos, ECL
probablemente interviene en la inhibicion de PCK y Az, lo que podria indicar su efecto

en la reduccién del edema auricular.

De acuerdo con los resultados obtenidos se encontr6 que ECL muestra actividad
antiinflamatoria en modelo agudo y crénico, por lo tanto, se continu6 con la evaluacién
de la actividad antiinflamatoria en modelos in vitro, con la finalidad de conocer un posible
mecanismo de accion de ECL.

Basado en los resultados obtenidos podemos sugerir que tanto ECL y DEOX inhiben la
produccion de mediadores proinflamatorios, lo que nos sugirid hacer la evaluacion in

vitro.
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Viabilidad de macrofagos tratados con ECL

Se evalud la viabilidad de células J774 A.1 (macréfagos de murino) tratados con ECL.
La evaluacion de la viabilidad tiene la finalidad de conocer la concentracion de ECL

necesaria para llevar a cabo la cuantificacion de citocinas proinflamatorias.

El método de reduccién de la sal de tetrazoilo (MTT) indica una buena funcién de la
membrana celular y la capacidad metabolizadora debido a que en las células vivas se
rompe el anillo tetrazolilo por accion de las deshidrogenasas mitocondriales formando
cristales de formazan color azul-violeta, solubles en dimetilsulfoxido (DMSO). La
concentracion celular es directamente proporcional la produccion de formazan
(Mosmann, 1983).

120 H
110 A
100 A
90 H
80 A
70 A
60 4
50 4
40 A
30 ~
20 A
10 A

% de inhibicidn de inflamacién

0 1 3 5 10 15 20 25 50 100

Concentracion pg/mL

Grdfica 1. Viabilidad de Macrdfagos tratados con ECL. (Media * error estdndar, (n=10) del al menos tres
experimentos.)

La viabilidad de ECL fue evaluada a diferentes concentraciones: 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25,
50 y 100 pug/mL, como se muestra en la gréfica 1. La concentracién inhibitoria del 50 %
de la poblacién (Clso) de ECL fue de 14.23 + 0.75, por lo tanto, para la cuantificacién de
oxido nitrico se usé una concentracion de 10 y de 15 pg/mL de ECL y DEOX

respectivamente.
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Tabla 5.- Viabilidad de macréfagos tratados con ECL.

Concentracion %

(ng/mL) Viabilidad
0 100
1 76.02
3 58.54
5 57.26
10 54.57
15 46.78
20 45.41
25 40.77
50 32.38
100 19.71

Determinacion de oxido nitrico

El 6xido nitrico es secretado por células endoteliales, células neuronales y por
macréfagos durante el mecanismo de inflamacién. La determinacién del porcentaje de
oxido nitrico (NO) se obtuvo en macréfagos estimulados con LPS, esto simula el inicio
de un proceso inflamatorio. Por lo tanto, el grupo tratado con LPS se considera el grupo
con el mayor nivel de NO, ya que la produccion incontrolada de este puede producir
vasodilatacién, proceso involucrado en diversas enfermedades inflamatorias (Silvia et
al, 2011).

Tabla 6.- Determinacion de éxido nitrico

Grupo %
LPS 5 pg/mL 100
Basal 63.52
INDO 50 puM 60.41
ECL 10 pg/mL 53.07 Ns
DEOX 20 pg/mL 67.15 Ns

Media * EE (n=3), Ns. P>0.05, comprado con el grupo Indometacina
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Se realiz6 un andlisis de varianza que muestra que la diferencia entre los grupos es

significativamente alta (p<0.05).

Oxido Nitrico
120
110
100
90
5738 * * *
60 *
50
40
30
20
10
0
LPS 5 BASAL  INDO50 ECL10  DEOX20
ug/mL UM ug/mL ug/mL

Grdfica 2. Porcentaje de oxido nitrico producido por macrdéfagos estimulados con LPS tratados con Indometacina
(INDO), ECL y el DEOX. (Media del Porcentaje de promedio (n=3); Comparacion de LPS con los grupos, *p<0.05;
Comparacion de INDO con los grupos ECL y DEOX, NS p>0.05)

En la gréfica 2 se observa los porcentajes de 6xido nitrico producido en los tres grupos
prueba, por lo que se sugiere que tanto el farmaco de referencia como ECL y DEOX
disminuyen la produccién de 6xido nitrico y por lo tanto la vasodilatacion celular, ademas
de que al realizarse la comparacion entre los grupos se encontré no hay diferencia
significativa (p>0.05) entre los grupos ECL y DEOX comparados con el grupo

indometacina.
Evaluacion de la actividad antiartritica in vitro

La artritis es una enfermedad autoinmune que implica la inflamacion de una o mas
articulaciones, lo que conlleva a producir dolor, rigidez y hasta la pérdida de la funcién
de la articulacion. Se ha reportado que en la artritis reumatoide hay desnaturalizacion
de las proteinas y la produccién de auto-antigenos puede ocurrir por este proceso. El
mecanismo de desnaturalizacién probablemente sea por la alteracién de la uniéon

electrostatica de hidrogeno y de los enlaces disulfuro (Arya et al, 2014).

En la gréfica 3 se muestra el porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion de proteina

por calor, tratada con Diclofenaco (DICLO) y ECL a diferentes concentraciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontré que el porcentaje de proteccion de
proteina expuesta a ECL y DICLO se increment6 conforme aumento la concentracion.
Como se observa en la gréfica 3, a partir de la concentracion de 750 y 1000 pg/mL de
ECL la proteccion fue del 57.26 y 71.89 % respectivamente y la inhibicion es similar a la
obtenida con DICLO.
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M Diclofenaco

Grdfica 3.- Inhibicién de la desnaturalizacion de albumina al 5% por Diclofenaco y ECL de 25 ug/mL a 1000

ug/mL. (Media del porcentaje de inhibicién (n=3) + el error estdndar, de tres experimentos independientes).

Los resultados reportados aportan evidencia para continuar con el estudio en busca de

compuestos naturales con actividad antiinflamatoria, con el proposito de ofrecer

farmacos alternativos a los ya existentes. Sin embargo, todavia falta mucho recorrido

para poder alcanzar ésta Ultima meta.

Conclusiones

ECL y DEOX presentaron actividad antiinflamatoria en modelos in vivo e in vitro.

Ademas, ECL presentd actividad antiartritica, ya que demostré tener una actividad

protectora de la desnaturalizacion de proteinas.
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Introduccién

El conocimiento de las plantas medicinales es milenario y ha trascendido por
generaciones gracias a la tradicion. Se considera que nuestros antepasados obtuvieron
el conocimiento del uso de las plantas después de distinguir entre las que servian como
alimento y aquellas que tenian algun efecto en su organismo, a partir de estos
conocimientos empezaron a diferenciarlas y seleccionarlas (Santillan, 2012). La
importancia de las plantas medicinales radica en el uso y aplicacion de estas como
remedio de enfermedades. Por lo que, las plantas han resultado ser una fuente
importante para la obtencién de compuestos quimicos con actividad farmacoldgica.

En México, uno de los géneros mas representativos con mayor nimero de especies es
el género de Salvia. Existen aproximadamente 300 especies, de las cuales el 85-88%
son endémicas de México (Campos-Xolalpa et al, 2018). Los estudios fitoquimicos de
varias plantas del género Salvia han llevado al aislamiento de una gran variedad de
metabolitos secundarios como esteroles, flavonoides, sesquiterpenoides, diterpenoides,
etc. Algunas especies de Salvia han sido usadas para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias como artritis, entre otras (Yi-Bing et al, 2012). Sin embargo, los metabolitos
secundarios que mejor caracterizan a las plantas del género Salvia son los compuestos
terpénicos (Cardenas & Rodriguez, 1995).

En la medicina tradicional, el uso de las plantas medicinales como alternativa en el
tratamiento de procesos inflamatorios es una practica comun. Actualmente el interés por
sustancias de origen vegetal va en aumento debido a que no son perjudiciales en
muchos de los casos.

La inflamacion es un padecimiento que es originado por la presencia de algun agente
patdégeno o por la estimulacion de agentes externos que generan una lesion tisular
(traumadtico, téxicos, isquémicos, autoinmunes, etc.). La inflamacion tiene la finalidad de
adaptar al organismo a circunstancias normales (Vega- Robledo, 2008), por medio de
la activacion de una cascada compleja de interacciones bioquimicas y celulares,
mediadas por multiples agentes quimicos, que provocan cambios en la microvasculatura
(Villalba, 2014). Siendo la inflamacion uno de los temas de mayor interés en la clinica
ya que se presenta en diferentes enfermedades, es de gran importancia buscar
alternativas para el tratamiento de este padecimiento, debido a que los farmacos
prescriptos con mayor frecuencia presentan efectos adversos, como Ulceras gastricas,
entre otros (Espinés-Pérez et al, 2011).

Por lo que, en el presente estudio, se evalud la actividad antiinflamatoria de Salvia
ballotiflora, también conocida como “mejorana” ya que presenta un perfil favorable para
ser propuesta como una alternativa para el tratamiento de la inflamacion.
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Objetivos:

General:

e Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto cloroférmico de
Salvia ballotiflora Benth y cuatro de sus compuestos aislados.

Especificos:

e Determinar la actividad antiinflamatoria in vivo del extracto cloroférmico
de S. ballotiflora.

e Determinar el posible mecanismo de accién del extracto cloroférmico y
de los cuatro diterpenos aislado de S. ballotiflora.

e Evaluar la actividad antiartritica in vitro del extracto y de los cuatro
compuestos aislados de S. ballotiflora.

Material y métodos

Material vegetal. Salvia ballotiflora fue colectada en el mes de agosto del 2017 en el
cerro de Las Comadres, municipio Guadalcazar, Estado de San Luis Potosi, México.
Se realiz6 una poda ecoldgica partes aéreas de la planta y fue autentificada por el ta-
xénomo José Garcia Pérez (SLPM43014), espécimen depositado en el herbario Isidro
Palacios de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

Preparacion del extracto. Las partes colectadas de la planta fueron secadas y molidas.
La planta molida se dej6 a ebullicibn con diclorometano por 4 h, posteriormente el
disolvente fue eliminado y se continué con un lavado con hexano (ECL) y se eliminé el
disolvente remanente.

Separacién del extracto. ECL fue separado por cromatografia en columna abierta
empacada con silica gel 60, (fase estacionaria) y n-hexano (fase movil), la polaridad se
fue incrementando con acetato de etilo.

Animales de experimentacién. Se usaron ratones macho CD-1 de 25 a 30 g.
Proporcionados por la UPEAL UAM-X. Fueron expuestos a la luz/oscuridad de 12 h. y
a 20-22 ° C con alimento LabDiet y agua ad libitum. La manipulacién de los roedores
fue de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Inflamacion aguda. Se usé la técnica descrita por De Young et al. 1989. Una solucion de
2.5 ug de 13-acetato de 12-O-decanoliforbol (TPA) en 20 uL de acetona por raton, se
aplicé en la parte exterior e interior de la oreja derecha (10 pl en cada lado). Después
de 30 minutos, se administraron 2 mg/oreja de ECL, DEOX e indometacina. 6 h
posteriores a la administracién de TPA, los ratones fueron sacrificados y se obtuvieron
circulos de 6 mm de las orejas. La actividad antiinflamatoria se evalu6 como el
porcentaje de la inhibicion del edema de las orejas de los ratones con tratamiento,
comparados con el grupo control, mediante la siguiente férmula:

Férmula 1

ys s (Ct—co0)control-(Ct—CO)tratado
0, J—
Inhibicion (/0) = (Ct—C0)control x 100

Donde Ct es el peso de la oreja con el tratamiento y CO el peso de la oreja con el vehiculo.
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Inflamacion cronica. Se evalu6 mediante el modelo de edema auricular en ratones
producida por la aplicacion tdépica maltiple de TPA y los tratamientos 5 veces, cada 48
h. La dosis de indometacina fue de 8 mg/kg y ECL fueron de 12.5, 25 50 y 100 mg/kg,
por via oral. Los ratones fueron sacrificados para obtener discos de 6 mm de didmetro
de ambas orejas. La diferencia de peso entre las orejas se tomd como expresion del
edema. Se calcul6 el porcentaje de inhibicién con la formula 1.

Evaluacion de Viabilidad: En cajas de 96 pozos fueron sembradas 5000 celulas /pozo
por 24 h. Posteriormente las células fueron tratadas con ECL a diferentes
concentraciones (100, 50, 25, 20, 15, 10, 5, 3y 1 pg/ mL) por 24 h. Terminado el tiempo
se agregaron 10 yL de una solucién de MTT (5mg/mL) para que después de 4 h se
revelara la placa con 100 uL de DMSO. La placa fue leida en un espectrofotometro a A
de 540 nm (Mosmann, 1983). El porcentaje de viabilidad se obtuvo con lo siguiente:

Férmula 2

% Viabilidad = DO células tratadas x 100

DO células control

Determinacion de éxido nitrico (NO). En cajas de 6 pozos fueron sembradas 5x10°
células/pozo por 24 h. Posteriormente se colocaron los tratamientos a los diferentes
grupos formados: 1) LPS (5 pg/ mL), 2) Indometacina (50 pM) + LPS (5 pg/ mL) y 3)
ECL (10 pg/mL) + LPS (5 ug/ mL) 4) DEOX (20 pug/mL) + LPS (5 pg/ mL) (por triplicado),
y se incubaron por 24 h. Terminado el tiempo se colectd 100 pL del sobrenadante de
cada grupo (Basal, LPS, IND, ECL y DEOX), posteriormente a cada grupo se le
agregaron 100 uL de reactivo de Griess. Los grupos fueron incubados por 37° C por 30
minutos, terminado el tiempo se obtuvieron las absorbancias en un espectrofotémetro
540 nm. El % NO de cada grupo se calcul6 considerando como 100% al grupo de LPS.

Modelo de AR. Se us6 el método de proteccién a la desnaturalizacion de proteinas de
suero fetal bovino (Rahman y col., 2015) Se preparé una solucién de albimina de suero
fetal bovino al 5% p/v (Sa) y se formaron los grupos: 1) Diclofenaco, 2) ECL y 3) Agua
destilada como control. Se colocaron 0.450 mL de Sa y se adicionaron 0.050 mL de los
tratamientos correspondientes de cada grupo. Las concentraciones de diclofenaco y de
ECL fueron: 25, 50, 100, 200, 500, 750 y 1000 ug/mL. Posteriormente se ajusté el pH a
6.3 con HCI 0.1 N. Las muestras se incubaron a 37 °C por 20 min, y posteriormente a
57 °C por 3 min. Se dejaron enfriar las muestras y se agregaron 2.5 mL de PBS. Las
absorbancias se midieron con un espectrofotometro UV-Visible a 560 nm. El grupo
control representa 100% de desnaturalizacién de proteinas. El porcentaje de inhibicién
de la desnaturalizacién de proteinas se calcul6 con la siguiente formula:

Férmula 3

L Abs muestra — Abs control
% Inhibicion = ( Abs control ) 0
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Resultados y discusidn

Obtencidn del extracto cloroférmico y aislamiento de los compuestos. El rendimiento de
ECL obtenido fue de 2.28% con respecto a la planta seca y molida (Campos-Xolalpa,
2016). ECL fue separado por cromatografia en columna abierta y se obtuvieron los
compuestos terpénicos en las siguientes fracciones con hexano-acetato de etilo:
Fraccion de 90:10 v/v, se obtuvo 19-deoxiicetexona (DEOX, 0.0043 %); de la fraccién
de 85:15 v/v se obtuvo 7,20-dihidroanastomosina (DAM, 0.002%); de la fraccion 75:25
v/v se identificd a 19-deoxiisoicetexona (DIC, 0.003%) y a partir de la fraccion de 80:20
v/v fue obtenida Icetexona (ICT, 0.0009%). En las fracciones finales se presenté una
mezcla de &cido ursélico y acido oleandlico (MAUO). Las estructuras de estos
compuestos se corroboraron por RMN y fueron comparados con los espectros obtenidos
por Esquivel y col., (1997). Por el bajo rendimiento de ECL y los compuestos se continué
evaluando la actividad antiinflamatoria solo con ECL y DEOX en modelo in vivo agudo
y en modelo in vitro (cuantificacion de éxido nitrico).

Evaluacion de toxicidad in vivo. De acuerdo a los resultados se encontré que a dosis de
625 a 5000 mg/kg, se presentd dafio en la mayoria de los 6rganos y a 400 mg/kg no se
mostré dafo. Por lo tanto, se determiné la evaluacion de la actividad antiinflamatoria
crénica con dosis menores de 400 mg/kg.

Evaluacion de actividad antiinflamatoria por la induccion de edema auricular agudo vy
cronico inducido por TPA. En la inflamacién aguda, ECL disminuy6 el edema en 84.01 +
6.63 %, el cual no present6 diferencia significativa (p>0.05) con indometacina (88.35 +
6.36). Ademas, DEOX presentd actividad antiinflamatoria, sin embargo, fue menor
comparada con ECL e indometacina. Se realiz6 un analisis de varianza el cual arrojo
gue no existe una diferencia significativa entre los grupos INDO, ECL y DEOX (Tukey
p>0.05). En inflamacién crénica se encontré que ECL a 100 mg/kg disminuy6 el edema
en un 62.71 + 2.30 % el cual no presenté diferencia significativa (p>0.05) con el grupo
indometacina (8 mg/kg). La dosis efectiva media fue de 45.33 mg/kg.

Viabilidad de macrofagos tratados con ECL y DEOX: Al evaluar la viabilidad de células
J774 A.l1 tratados con ECL (1-100 pg/mL), se determind la concentracion de ECL
necesaria para la cuantificacion de oxido nitrico (NO). La Clso de fue de 14.23 + 0.75,
por lo tanto, para la cuantificacion de 6xido nitrico se us6 una concentracion de 10 y de
15 pg/mL de ECL y DEOX respectivamente.

Cuantificacion de NO. EI NO es secretado por células endoteliales, neuronales y
macrofagos en el mecanismo de inflamacién. La determinacion del porcentaje de NO se
obtuvo en macréfagos estimulados con LPS, esto simula el inicio de un proceso
inflamatorio. El % de NO producido en cada grupo fue: 63.52 % para Basal, 60.41% en
indometacina (50 uM), 53.07 % en ECL y 67.15 % para DEOX. El grupo tratado con LPS
se considera el grupo con el mayor nivel de NO, ya que la produccion incontrolada de
este puede producir vasodilatacion, proceso involucrado en diversas enfermedades
inflamatorias (Silvia et al, 2011). Por lo tanto, ECL y DEOX disminuyen la produccién de
NO y por lo tanto la vasodilatacion celular (p<0.05).

Evaluacion de la actividad antiartritica in vitro. Se ha reportado que en la artritis

reumatoide se presenta desnaturalizacion de las proteinas y en consecuencia
produccion de auto-antigenos. El mecanismo de desnaturalizacion probablemente sea
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por la alteracion de la unién electrostatica de hidrégeno y de los enlaces disulfuro (Arya
et al, 2014). Al realizar la evaluacion sobre la proteccion de la desnaturalizacién de
proteinas tratadas con ECL y diclofenaco, se encontrd que el porcentaje de proteccion
de proteina fue mayor conforme aumenté la concentracion. A partir de la concentracion
de 750 y 1000 pug/mL de ECL la proteccion fue del 57.26 y 71.89 % respectivamente, al
realizar la comparacion con el grupo de diclofenaco se mostré una inhibicion similar a la
del grupo ECL.

Conclusiones
ECL y DEOX presentaron actividad antiinflamatoria en modelos in vivo e in vitro.

Ademds, ECL presentd actividad antiartritica, ya que demostré tener una actividad
protectora de la desnaturalizacién de proteinas.
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