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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

Sa: Sida acuta

SIRS: Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos
DAMPs: Patrones moleculares asociados al dafo

COX: Ciclooxigenasa

COX-1: Ciclooxigenasa 1

COX-2: Ciclooxigenasa 2

AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos

PGI: Prostaciclina

SRAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona

GC: Glucocorticoides

UPEAL: Unidad de Producciéon y Experimentacion de Animales de Laboratorio
TPA: 13-acetato de 12-O-decanoliforbol

DMEM: El medio Eagle modificado de Dulbecco

IC: Intervalo de confianza

CO,: Diéxido de carbono

ANOVA: Analisis de Varianza Anova

NO: Oxido Nitrico

LPS: Lipopolisacarido

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol).
NADH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina reducida
NADPH: Nicotiamida-Adenina dinucleotido fosfato reducida
ICso: Concentracion inhibitoria 50

F12: Fraccién activa de la especie vegetal Sida acuta

PKC: Proteina cinasa C
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1.- INTRODUCCION

Cuando un tejido del organismo resulta daifado, ya sea por una infeccién microbiana o por
agentes fisicos o quimicos, se desencadena una reaccidn fisiopatolégica de defensa,
conocida como inflamacién. La inflamacién, se define como una respuesta protectora cuya
finalidad es mantener la homeostasis de los tejidos, érganos y sistemas. Sin embargo,
cuando la inflamacion no se regula adecuadamente, puede provocar diversas afecciones
patoldgicas, enfermedades cronico-degenerativas e incluso lesiones oxidativas en el ADN,
lo que podria favorecer, con el tiempo, la aparicion de transformaciones neoplasicas.
Actualmente, la inflamacién se ha convertido en un tema central de numerosas
investigaciones y tratamientos, ya que se ha demostrado que contribuye significativamente
a la morbilidad a nivel mundial (Garcia. P, 2008).

Para prevenir las complicaciones asociadas a la inflamacidn, se han desarrollado farmacos
antiinflamatorios. No obstante, el uso crénico de estos medicamentos puede causar efectos
adversos graves, principalmente en los sistemas gastrointestinal, renal y vascular. Por esta
razon, el tratamiento de la inflamacién se ha convertido en un desafio por si mismo. Como
respuesta a esta problematica, se ha propuesto el uso de compuestos bioldgicamente
activos derivados de plantas. Para garantizar la seguridad y efectividad de estas alternativas
terapéuticas, es fundamental realizar ensayos preclinicos, clinicos y estudios toxicolégicos
rigurosos (Jiménez. J et al., 2020).

Las plantas han sido utilizadas como recursos curativos por comunidades rurales e indigenas
desde tiempos ancestrales, lo que ha impulsado el interés por su estudio y aplicacién en la
prevencion y tratamiento de enfermedades. Segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), alrededor del 80% de la poblacién mundial recurre a la medicina tradicional como
medio curativo. En México, se estima que existen alrededor de 4,000 especies de plantas
con propiedades medicinales. De estas, la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso
de la Biodiversidad (Conabio) ha registrado aproximadamente 3,000 plantas, lo que
representa el 15% de la flora nacional. Sin embargo, solo el 5% ha sido analizado
cientificamente, lo que limita su integracién en los sistemas de salud publica por falta de
evidencia farmacolégica (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2021).

La accién farmacoldgica de las plantas se atribuye principalmente a los metabolitos
secundarios, estos compuestos quimicos pueden presentar efectos terapéuticos, ademas,
debido a los metabolitos activos, pueden interactuar con otros compuestos presentes en
las plantas generando desde sinergismos hasta inhibiciones (Consolini. A et al., 2023).

Sida acuta, recolectada en San Luis Potosi, México, ha sido propuesta como alternativa
terapéutica debido a sus propiedades antimicrobianas, antipaludicas, antioxidantes,
hepatoprotectoras y antiinflamatorias (Uysal. S et al., 2021). Sin embargo, la escasez de
estudios cientificos y perfiles quimicos detallados motiva la necesidad de investigar sus
componentes bioactivos. En este contexto, la presente investigacidn se centra en evaluar la
actividad antiinflamatoria de un extracto de diclorometano de Sida acuta, con el objetivo
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de identificar y caracterizar los compuestos responsables de este efecto, aportando
informacién novedosa que pueda ampliar las alternativas terapéuticas para el manejo de
procesos inflamatorios.

2.- MARCO TEORICO

2.1 Inflamacion

La inflamacién es una respuesta del organismo frente a una agresién de origen exdégeno o
endodgeno (Gonzalez y Padrén, 2019). Su objetivo principal es aislar y contener la lesidn para
eliminar el agente agresor y, posteriormente, la reparacién del tejido dafiado. Durante este
proceso se manifiestan cinco signos caracteristicos: rubor, calor, dolor, tumor e impotencia
funcional, los cuales resultan de la acumulacion de leucocitos o de las lesiones ocasionadas
por agentes patdgenos o no patogenos (Gonzalez y Padrén, 2019).

La inflamacidn se divide en dos fases: aguda y crénica. La inflamacion aguda posee un
caracter protector, se desarrolla en cuestién de minutos u horas e involucra mecanismos
de la respuesta inmune innata. En esta fase se busca la destruccidon del agente agresor,
aunque puede progresar hacia sepsis o un Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
(SIRS), ambos desencadenados por infecciones. Si la inflamacion aguda persiste, puede
evolucionar hacia una inflamacién crénica, que se desarrolla a lo largo de dias, semanas,
meses o incluso anos (Robbins y Cotran, 2017). Las causas de la inflamacién crdnica incluyen
infecciones persistentes, respuestas inmunitarias anormales contra tejidos propios o
condiciones como la obesidad. Con el tiempo, este estado puede ocasionar dafio al ADN y
aumentar el riesgo de cancer. En conjunto, todo proceso inflamatorio transcurre a través
de distintas etapas programadas para controlar y limitar el dafio al organismo (Salas. K,
2019).

2.2 Fisiopatologia de la inflamacion

La fisiopatologia de la inflamacidn se caracteriza por la activacién de complejos mecanismos
celulares y moleculares. La primera etapa inicia cuando ocurre un dano directo a la célula.
Como respuesta, las células del sistema inmune liberan mediadores inflamatorios que
inducen alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos, contribuyendo al desarrollo del
proceso inflamatorio (Bordés. R et al., 2010).

La mayoria de estos mediadores son sintetizados por mastocitos y baséfilos que al ser
liberados provocan cambios vasculares que permiten el paso de componentes sanguineos
hacia el tejido inflamado, lo que favorece la formacion de un edema (Bordés, Martinez y
Garcia, 2010).

En la segunda etapa, la expresion de mediadores inflamatorios activa respuestas que

facilitan la llegada de moléculas y células inmunes al sitio de la lesion. Este proceso ocurre
en dos fases. La fase inicial se caracteriza por la llegada de inmunoglobulinas, factores del
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complemento, cinindgenos, proteina C reactiva y factores de coagulacién. En la fase tardia,
varias células inmunes migran al foco inflamatorio mediante mecanismos de adhesion y
guimiotaxis. Algunas células inmunes son baséfilos, neutréfilos, macrofagos, linfocitos Ty
B, asi como eosindfilos y cada una tienen funciones especificas: el basodfilo libera
mediadores; los neutréfilos, eliminan gérmenes por fagocitosis y mecanismos
extracelulares; los mastocitos presentan antigenos a linfocitos T y B, lo que activa la
respuesta especifica; los linfocitos B producen anticuerpos y potencian la inflamacion,
mientras que los linfocitos T generan linfoquinas que prolongan la respuesta. Finalmente,
los eosindfilos regulan y limitan el proceso inflamatorio (Bordés. R et al., 2010).

En la tercera etapa, la respuesta inflamatoria se autorregula con el fin de evitar una
activacion excesiva que pueda dafiar al organismo. Para ello intervienen mediadores como
histamina, prostaglandinas E, heparina y eosindfilos, los cuales modulan la intensidad y
duracién de la inflamacién inhibiendo la accidon de diversas células y la liberacion de
mediadores proinflamatorios.

La cuarta y ultima etapa corresponde a la reparacién del tejido dafiado. Una vez eliminado
el agente causal, los fibroblastos son activados por la interleucina-1 (IL-1) y comienzan a
sintetizar coldgeno para favorecer la regeneracion. Al mismo tiempo, ocurre la proliferacion
de células epiteliales y la formacién de nuevos vasos sanguineos, lo que permite restaurar
la integridad y funcién del tejido afectado (Bordés. R et al., 2010).

2.3 Tratamiento para la inflamacién y efectos secundarios

El tratamiento de la inflamacidn tiene como objetivo principal reducir el dolor, la hinchazén
y otras manifestaciones derivadas de lesiones, infecciones o enfermedades autoinmunes.
(Serra. H et al., 2012). Este se clasifica en dos grandes grupos: los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) y los antiinflamatorios esteroideos (AIE) (Esperanza. E et al., 2024).

Aunque ambos grupos resultan esenciales para el alivio de distintos procesos patolégicos,
su uso puede estar acompafado de efectos adversos que dependen de factores como la
dosis, las interacciones farmacoldgicas y las comorbilidades del paciente (Maldonado. D et
al., 2024). Estos efectos secundarios pueden afectar diversos sistemas del organismo, desde
molestias gastrointestinales, hasta alteraciones metabdlicas o supresién inmunitaria con el
empleo de glucocorticoides. Por esta razén, es indispensable que su administracion se
realice bajo supervision médica para reducir riesgos (Prieto. J, 2007).
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2.3.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Los AINEs constituyen uno de los grupos farmacoldgicos mds empleados a nivel mundial. Su
accion terapéutica se basa en la inhibicidn de la enzima ciclooxigenasa (COX), encargada de
la sintesis de prostaglandinas (PG) a partir del acido araquidénico y otros acidos grasos
precursores. Al disminuir la produccion de PG, se limita la llegada de células y moléculas al
foco inflamatorio, reduciendo asi la inflamacion en los tejidos afectados. Ademas de su
efecto antiinflamatorio, los AINEs presentan otras acciones farmacoldgicas como:
Analgésica, al reducir la sensibilizacion de las terminaciones nerviosas mediada por las PG.
Antipirética, ya que las PG elevan el punto de ajuste del termostato hipotaldmico, y su
inhibicidn contribuye a disminuir la fiebre.

Algunos AINEs inhiben la sintesis de tromboxano A2, disminuyendo la activacién
plaquetaria y el proceso de coagulacion. Aunque presentan diversidad quimica y
propiedades farmacocinéticas distintas, comparten un perfil de efectos secundarios
relativamente comun. A pesar de ello, en la practica clinica a menudo se observa tanto un
uso insuficiente como un abuso innecesario de estos medicamentos (Maldonado. D et al.,
2024). En la Tabla 1 se muestran algunos de los dafios sistémicos y efectos secundarios
asociados al uso de estos farmacos.

Tabla 1. Daiios sistémicos y efectos secundarios causados por los AINEs.

Daio Fisiopatologia Efectos secundarios
Inhibe la COX-1, evitando la | Dispepsia, reflujo
. . formacion de prostaciclina (PGl), | gastroesofagico, acidez
Gastrointestinales . . -
la cual es la encargada de cuidara | estomacal, Ulcera péptica vy
la mucosa. hemorragia.

Vasoconstriccion, menor flujo
A nivel renal la COX-1 tiene por | sanguineo (isquemia) hacia las
funcion el control de la tasa de | nefronas, disminuyendo el

Renales filtrado glomerular renal y el | funcionamiento del sistema
trabajo de la COX-2 es la de | renina-angiotensina-
excretar sodio y agua. aldosterona (SRAA) y posterior

lesion renal aguda.

Disminuye la  sintesis de | Infarto de miocardioy accidente
prostaglandina 12 y tromboxano | cerebrovascular, también en

Cardiovasculares A2 plaguetario como | nivel moderado exacerbar la
consecuencias de la inhibicidon de | insuficiencia cardiaca, arritmias
la COX-2 dada por los AINEs. y muerte cardiaca subita.

Tabla obtenida de Maldonado. D et al., 2024.
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2.3.2 Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides (AlIEs/GC)

Los antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides son los farmacos antiinflamatorios mas
eficaces, con actividad en todas las fases de la inflamacidn y en la mayoria de las reacciones
alérgicas. Derivan del cortisol (hidrocortisona), hormona producida por la corteza
suprarrenal y esencial en la adaptacion al estrés fisico y emocional. Los glucocorticoides
sintéticos reproducen las acciones del cortisol endégeno y se emplean ampliamente en la
practica clinica (Serra. H et al., 2012).

Su accion terapéutica se debe a multiples mecanismos, entre los que destacan: la inhibicion
de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y), la reduccién de la migracion de
macrofagos y neutrdfilos, la disminucién de la liberacién de autacoides y enzimas
lisosomales, la inhibicién de la degranulacidon mastocitaria y de las respuestas mediadas por
IgE, asi como la limitacidn de la expansién clonal y la citotoxicidad de células T.

A pesar de su eficacia, su uso debe limitarse al menor tiempo posible y con la dosis minima
efectiva, o bien combinarse con otros farmacos para reducir su consumo. Entre sus efectos
adversos mas relevantes se encuentran la aterosclerosis, insuficiencia cardiaca, arritmias,
dislipidemia, resistencia a la insulina, hiperglucemia posprandial y alteraciones en el
metabolismo de lipidos (Sdnchez P., Dutan F. et al., 2024).

El empleo prolongado de glucocorticoides incrementa el riesgo de reacciones adversas
graves, lo que ha impulsado la busqueda de alternativas mas seguras, como las terapias
basadas en compuestos naturales. En la Tabla 2 se muestran los efectos sistémicos causados
por el uso crénico de AlEs o GC.

Tabla 2. Efectos sistémicos causados por el uso crénico de antiinflamatorios
esteroideos.

Organo comprometido Fisiopatologia

Menor proliferacién de fibroblastos y queratinocitos.
Alteracién en procesamiento de colageno.

Menor expresidn de proteinas y lipidos en la matriz.
Disminucién factor de crecimiento de queratinocitos.

Piel

Alteracion en proliferacion celular, migracidn,
Sistema Gastrointestinal diferenciacién, formacion de nuevo epitelio.
Alteracion en la formacion de la matriz celular.

Inhibicién de sintesis de proteinas y captacion de
aminoacidos.

Aumento protedlisis muscular.

Atrofia fibras tipo .

Apoptosis de osteocitos, pérdida remodelamiento,
necrosis 6sea de la cabeza humeral, fémur distal.

Musculo esquelético

Tabla obtenida de Sanchez. P et al., 2024.
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2.4 Tratamiento alternativo

Los tratamientos alternativos incluyen enfoques basados en la medicina natural y
complementaria, entre ellos la fitoterapia y diversas terapias fisicas. Estos métodos, usados
desde la antigliedad, se investigan actualmente como opciones terapéuticas sostenibles,
con la ventaja de minimizar los efectos adversos asociados a los farmacos convencionales
(Consolini. A et al., 2023).

A nivel mundial, millones de personas recurren a la medicina tradicional como primera linea
de atencién o como complemento al tratamiento quimico. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) la define como el conjunto de conocimientos, practicas y creencias de
diferentes culturas orientadas a mantener la salud, prevenir, diagnosticar y tratar
enfermedades fisicas o mentales (Consolini. A et al., 2023). En México, la Comision Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (Conabio) ha estimado que mas del 80% de
la poblacién mexicana ha recurrido al menos una vez al uso de plantas medicinales
(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2021). Esta accién terapéutica sobre
el uso de las plantas suele atribuirse a los metabolitos secundarios, los cuales, tienden a
generar menos efectos adversos en el organismo.

Farmacolégicamente, los compuestos derivados del metabolismo secundario de las plantas
son de gran interés, pues entre sus efectos destacan propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales y antivirales (Consolini. A et al., 2023).

En este contexto, el presente trabajo propone a Sida acuta como alternativa de tratamiento
para la inflamacidon. Su estudio contribuird al conocimiento y validacién de su uso
terapéutico.

2.5 Taxonomia de Sida acuta

Reino: plantae

Clase: Dicotiledéneas

Orden: Malvales

Familia: Malvaceae

Género: Sida

Especie: S. acuta

Nombre cientifico: Sida acuta Burman f
(Uslay.S et al., 2021).

Fig 1. Planta de Sida acuta
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2.6 Usos tradicionales de Sida acuta

Sida acuta (hierba de escoba) es una de las plantas con potencial medicinal y presente en
abundancia en zonas tropicales. Arbusto perenne, erecto, ramificado, con raiz pivotante
lefiosa, peluda, marcada hasta 1 m de altura y que se reproduce a partir de sus semillas. El
tallo es lefioso, redondeado y delgado, es fibroso y peludo, especialmente cuando es joven.
Las hojas son simples y alternas mientras que la inflorescencia es solitaria y axilar con tallos
de hasta 1.3 cm de largo articulados cerca de la mitad de su longitud. Las flores son amarillas
con cinco pétalos y el fruto esta encapsulado con 5 - 6 carpelos (Shittu.M et al., 2020).

La planta es originaria de México y América Central, pero se ha extendido por los trépicos y
subtrépicos de América, Asia, Africa. Encuestas realizadas en lugares indigenas revelaron
que la planta tenia muchos usos tradicionales que variaba de una regiéon a otra. Los
problemas de salud mas citados son la fiebre, el dolor de cabeza y las enfermedades
infecciosas (Uslay.S et al., 2021).

3.- JUSTIFICACION

El tratamiento de enfermedades inflamatorias mediante el uso de farmacos esteroideos
(AIEs) y no esteroideos (AINEs) es comun en la practica clinica. Sin embargo, el uso
prolongado de estos medicamentos puede dar lugar a efectos adversos a largo plazo. Por
esta razon, existe un creciente interés en buscar nuevas alternativas terapéuticas, una de
estas se basa en el uso de plantas medicinales. Estas alternativas podrian ofrecer beneficios
terapéuticos con menos efectos secundarios, lo que representa una alternativa para
mejorar el manejo y tratamiento de enfermedades inflamatorias.

4.- OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar en modelos in vivo e in vitro la actividad antiinflamatoria del extracto y
fracciones de la especie vegetal Sida acuta.

4.2 Objetivos especificos

1. Obtener el extracto organico de la especie vegetal Sida acuta.

2. Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto obtenido mediante el
modelo in vivo.

3. Realizar una separacidon biodirigida del extracto obtenido con actividad
antiinflamatoria.

4. Evaluar la actividad antiinflamatoria en modelos in vitro de la fraccién aislada
del extracto activo de Sida acuta.
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5.- METODOLOGIA
5.1 Colecta de planta.

La especie vegetal Sida acuta se colectd en la carretera San Luis Potosi a Rio Verde en el
Ejido San Francisco en el estado de San Luis Potosi, México. La planta fue autentificada por
el M. en C. Gabriel Flores Franco y un espécimen se deposité en el Herbario de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos (HUMO39827). Se realizd una poda ecoldgica
con las partes aéreas de la planta, es decir, flores, hojas y tallos, las cuales fueron secadas a
la sombra y a temperatura ambiente, posteriormente fueron molidas y pesadas.

5.2 Método de extraccion.

500 g de planta fueron macerados con 3600 mL de diclorometano, durante 5 dias.
Posteriormente la mezcla se filtré al vacio y el disolvente del filtrado se elimind en un
evaporador rotatorio al vacio, posteriormente el disolvente remanente se eliminé en una
estufa de vacio a temperatura ambiente.

Disolvente

Flujo

Silica con
extracto

Silica

Agua fria

\ | Recoleccion

Imagen 1.- Fraccionamiento del extracto de diclorometano de la especie vegetal Sida acuta en
columna de vidrio empaquetada con silice gel.

5.3 Método de fraccionamiento.

El extracto con mayor actividad antiinflamatoria se separé mediante cromatografia en
columna abierta, empacada con silica gel 60, como fase estacionaria y una mezcla de
disolventes de distintas polaridades como fase movil. El primer disolvente empleado fue
hexano, luego se incrementd la polaridad con acetato de etilo y finalmente, con metanol.
El volumen de cada fraccidon obtenida se redujo en un evaporador rotatorio a presiéon
reducida. Si durante este proceso se presenta precipitaciéon de sélidos, estos seran
filtrados, purificados y posteriormente caracterizados.
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5.4 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en modelos in vivo e in vitro del extracto
y fracciones.

5.4.1 Modelo in vivo

Los animales utilizados para las pruebas in vivo fueron ratones macho cepa CD1 con un
peso de 25 a 30 g, los cuales fueron proporcionados por la Unidad de Produccion y
Experimentaciéon de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad Auténoma
Metropolitana unidad Xochimilco. Durante el experimento, los animales tuvieron acceso
libre de alimento LabDiet y agua. Ademas, se mantuvieron en condiciones de periodos
de exposicion a la luz/oscuridad de 12 horas y una temperatura controlada entre 20-22
°C. La manipulacién de los roedores se realizé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, siguiendo especificamente las técnicas para la produccién, cuidado
y uso de los animales de laboratorio (UPAEL-UAM,2004).

5.4.1.1 Ensayo de edema auricular agudo inducido por TPA en ratones CD1.

La actividad antiinflamatoria se evalué en el edema auricular agudo en ratones, la
inflamacién fue inducida mediante la aplicacién de 13-acetato de 12-O-decanoliforbol
(TPA). Se utilizé la técnica descrita por De Young et al. 1989, en la cual se aplicé una
solucion de 2.5 ug de TPA en 20 plL de acetona, tanto en la parte exterior como 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 o
indometacina (farmaco de referencia).

Transcurridas seis horas desde la administracion de TPA, los ratones fueron sacrificados
mediante dislocacidn cervical y se obtuvieron circulos de 6 mm de didmetro tanto de la
oreja derecha como de laizquierda, para ser pesados y comparados entre cada grupo. La
inflamacién se cuantificd, calculando la diferencia de peso entre las dos orejas. La
actividad antiinflamatoria se evalué como el porcentaje de inhibicidon del edema en las
orejas de los ratones tratados (Férmula 1), Los grupos de prueba fueron comparados con
el grupo control (Salas. K, 2019).El porcentaje de inhibicidon se determind mediante la
siguiente formula:

% de inhibicion= (Ct-Cy) control - (Ct-Cy) tratado x 100
(Ct-Cy) control

Ddnde :

Ct=Peso del tejido horadado de la oreja tratada (derecha)

C0= peso del tejido horadado de la oreja sin tratamiento (izquierda)
control= control negativo (administrado unicamente con TPA)

tratado= grupo tratado con indometacina o con el extracto.
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Formula 1. Para determinar el porcentaje de inhibicion de la inflamacion en el modelo de edema
auricular de ratén inducido con TPA.

(a)

(b) Aplicacion
Tratamientos
Oreja derecha Oreja [zquierda

@ @ @ zmg_;-i:' ‘ .

*) D) ™M) G

(+) Indometacina
(D) Diclorometano
(M) Metanol

(-) TPA

(C) Horadar orejas
D 1 Peso (mg)
o @) X
_ O @] X
Pesar orejas
@) O O X
- - YR

Imagen 2. Metodologia del ensayo de edema auricular agudo inducido por TPA (modelo in vivo)
(a) Grupos de prueba (b) Aplicacidn de grupos prueba (c) Pesaje de orejas.

5.4.2 Modelo in vitro
Cultivo celular

Se cultivaron macroéfagos J774A.1 en Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
enriquecido 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), y antibiético (100 unidades/mL de penicilina
y 100 pg/mL de estreptomicina). Las células fueron incubadas en estufa a 37 °C con una
atmosfera de 5% de CO,. Cuando se obtuvo la confluencia suficiente se continué con el
ensayo de MTT y determinacién de Oxido Nitrico (NO).

5.4.2.1 Ensayo de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Para evaluar el efecto de los extractos o compuestos en la viabilidad celular se llevé a cabo
el ensayo colorimétrico de MTT. En una placa de 96 pozos fueron sembrados 5000 células
/pozo de macrdfagos J774A.1, se incubaron durante 24 horas a 37°C con una atmdsfera de
5 % de CO, para asegurar su adecuada adhesion y crecimiento. Una vez cumplido este
periodo, se afiadié el extracto de diclorometano a diferentes concentraciones (200 pg/mL,
100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25 pg/mLy 3.125 pg/mL), incluyendo un
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grupo de control basal que no recibid tratamiento. Las células se incubaron nuevamente a
37° Cy 5% de CO, durante 48 horas.

Transcurrido este tiempo, se aplicaron 10 pL de una soluciéon de MTT (5 mg/mL) por pozo,
incubando durante un maximo de 2 horas a 37° C, con revisién a intervalos de una hora para
observar la formacion de cristales de formazan. Finalizando este proceso, se elimind el
liguido sobrenadante y se afadié 100 plL de Dimetil Sulféxido (DMSO) en cada pozo para
solubilizar los cristales, Finalmente, se midieron las absorbancias de las muestras utilizando
un lector de microplacas a 540 nm vy el porcentaje de viabilidad se calculd utilizando la

féormula 2:

% Fiabilidad = DO celulas rraradas x 100

DO células control

Formula 2. Porcentaje de viabilidad de las células tratadas a diferentes concentraciones de

compuesto de prueba.
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Imagen 3. Metodologia para evaluar la viabilidad celular de la fraccién activa de Sida acuta.
Sembrar células (b) Colocacién del tratamiento (c) Aplicacion del MTT (d) Aplicacién de
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5.4.2.1 Determinacion de la produccion de Oxido nitrico (NO) por macréfagos
estimulados con LPS.

Macréfagos J774A.1 fueron sembrados en placas de 6 pozos (5 x 105 células /pozo) y se
incubaron durante 24 horas a 37°C con una atmdsfera de 5 % de CO,. Una vez completado
ese periodo se colocaron los tratamientos, los grupos formados fueron: negativo (LPS),
positivo (LPS + Indometacina), prueba (LPS + extracto/fraccion/compuesto) y control basal
(células sin tratamiento ni estimulo). Posteriormente los macréfagos fueron estimulados
con 5 pug/mL de lipopolisacarido (LPS) y se incubaron 24 horas a 37°C con una atmdsfera de
5 % de CO,. Transcurrido el tiempo sobre una placa de 96 pozos se colocaron 100 pL del
sobrenadante de cada grupo y a cada pozo se le agregd 100 pL de reactivo de Griess. El
tiempo de incubacién para la muestra fue de 30 minutos a 37° C, posteriormente. Las
absorbancias fueron medidas en un lector de ELISA a 540 nm. El porcentaje de NO de cada
grupo se calculd considerando como 100% al grupo de LPS.

lerDia | =
(a) — ! 2do Dia
|/ 1 mLcélulas x pozo | Tratamiento 100 uL
S - 50 uL
p ; ~
I \
f \ / \ | T ' \
\ { \ / Grpo Contenido #dopozos
- / N N\ \ L @ — T
© LPS + PBS. 3 pozos
— — ~ N F12) Compuesto +LPS 4 pozos
- y \ y \
{ ( | \ (Basal) PBS 3 pozos
\ / \
\ / \.
_ | \. Y -
‘\
~ x
= B B - | 240 Dia il (C)
3er Dia i | |
Recolectar sobrenadante 100 uL. [ g [ || LPSSngmlxpom
B / i / i e 4
/ J / f f [ A~
Q*@ Q‘@ @‘"@ “‘“@ / Goen et | #dogenm
\ / \ “ e —— 3 pazos
) © F12) (Basal) NS N\ LPS
@ LPS + PBS 3 pazos
— N F12) Compuesio + LPS 4 pozos
4 ™
P \
g \ (Basal) pBs 3 pozos
w /
(d) Congelar tubos y leer placa a 540 nm

Imagen 4. Metodologia de la evaluacién de Oxido Nitrico.
(a) Sembrar células (b) Colocar tratamientos (c ) Estimulacion con LPS
(d) Recoleccion de sobrenadante.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencidn del extracto y su evaluacion antiinflamatoria

Mediante el proceso de maceracion y evaporacion, se obtuvo el extracto de diclorometano
(EDSC), el cual presenté un rendimiento del 2.05 % con respecto a la planta.
Posteriormente, este extracto fue sometido a pruebas bioldgicas con el fin de evaluar su
potencial terapéutico.

6.1.1 Actividad antiinflamatoria del extracto de diclorometano.

Los resultados del ensayo de actividad antiinflamatoria aguda del extracto de
diclorometano se presentan en la Tabla 3 y el Grafico 1. Para esta evaluacion se empleé el
modelo de edema auricular inducido por TPA, un éster de forbol conocido por su capacidad
para activar la proteina cinasa C (PKC) y promover la liberacion de mediadores
proinflamatorios (Vahatupa et al., 2019).

Tabla 3. Actividad antiinflamatoria aguda del extracto de diclorometano en modelo
de edema auricular por TPA.

Tratamiento % de inhibicion * EE
Indometacina (Positivo) 63.12+ 10.5
Extracto de diclorometano (EDSC) 59.08+ 7.3 *

Media t EE (n=8); diferencia significativa * p<0.05, contra el grupo indometacina.

Ensayo de TPA (Extracto)

80.00 — Indometacina: 63.12+
EE10.5
a EDSC: 59.08+EE 73
6000 +
g
% 4000 +
3
2000 +
0.00 -
Indometacina EDSC
Grupos

Grdfico 1. Actividad antiinflamatoria aguda del extracto de diclorometano en modelo de edema
auricular por TPA. Grupos: Positivo (indometacina), diclorometano (EDSC). Media + EE (n=8);
diferencia significativa p<0.05, contra el grupo control (indometacina).
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El extracto de diclorometano (EDSC) mostrd un porcentaje de inhibiciéon del edema del
59.08 + 7.3 %, valor cercano al observado para el control positivo (indometacina) que
presentd una inhibiciéon del 63.12 + 10.5 %. El andlisis estadistico no evidencié una
diferencia significativa en comparacion con el grupo control.

Estos resultados sugieren que el extracto posee actividad antiinflamatoria significativa, con
un efecto similar al fdrmaco estandar, respaldando la presencia de compuestos bioactivos
con potencial farmacoldgico.

El modelo de inflamacién inducido por TPA es ampliamente utilizado para evaluar la
actividad antiinflamatoria tépica de compuestos naturales, ya que reproduce los principales
eventos bioquimicos de una respuesta inflamatoria aguda.

La significativa reduccion del edema auricular observada tras la aplicacién del extracto de
diclorometano sugiere que este modula la via inflamatoria activada por TPA, posiblemente
mediante la inhibicion de la PKC o la reduccién de mediadores proinflamatorios. La
magnitud de inhibicion (59.08%) fue cercana a la obtenida con la indometacina (63.12%), lo
qgue refuerza el potencial del extracto como agente antiinflamatorio natural.

Los resultados demuestran que el extracto de diclorometano posee actividad
antiinflamatoria significativa, comparable al estandar de referencia. Por lo cual se continué
con el fraccionamiento del extracto para aislar los compuestos responsables de la actividad,
asi como realizar ensayos de citotoxicidad que nos permitieran confirmar su eficacia y
seguridad.

6.2 Obtencidn de las fracciones y su evaluacion antiinflamatoria

La obtencién de las fracciones se realizd mediante cromatografia en columna abierta
empacada con silica gel como fase estacionaria, con el objetivo de separar y purificar
compuestos organicos polares y no polares presentes en el extracto de diclorometano de
Sida acuta.

En la primera separacion cromatografica de EDSC se obtuvieron un total de 23 fracciones,
posteriormente en la segunda separacion de EDSC se obtuvieron 15 fracciones. El nimero
de fracciones se redujo mediante cromatografia en capa fina, obteniendo finalmente 5
fracciones. (Tabla 5)
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Tabla 4. Fracciones obtenidas de la segunda separacion cromatografica de EDSC.

No. de Fracciéon | Polaridad Compuestos

1-2 80 % Hexano 20 % Acetato -

3 75 % Hexano 25 % Acetato Cristales blancos
4-5 70 % Hexano 30 % Acetato -

6-7 60 % Hexano 40 % Acetato -

8 50 % Hexano 50 % Acetato -

9 100 % Acetato -

10 90 % Acetato 10 % Metanol -

11 80 % Acetato 20 % Metanol -

12 50 % Acetato 50 % Metanol Sélido amarillo
13 70 % Acetato 30 % Metanol Sélido verde con cristales
14 60 % Acetato 40 % Metanol -

15 100 % Metanol -

Donde: los guiones indican que no se presentaron compuestos.

Cada fraccion fue concentrada a presién reducida para eliminar el disolvente y se observd
la formacidn de sélidos.

Tabla 5. Fracciones finales obtenidas de la reduccion por cromatografia en capa fina.

Nombre de fraccidon Fracciones finales
Fal F5- 6-7-8

Fa2 F9-10-11

Fa3 F12-13 (Sélidos)
Fa4 F14-15
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6.2.1 Actividad antiinflamatoria de las fracciones del extracto de diclorometano

Con el fin de identificar las fracciones con mayor potencial bioldgico, el extracto de
diclorometano fue sometido a cromatografia en columna abierta, obteniéndose cuatro
fracciones las cuales fueron analizadas en el modelo de edema auricular inducido por TPA.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6 y la Grafica 2, donde se observan
diferencias notorias entre las fracciones en términos de porcentaje de inhibicion del edema.

Tabla 6. Actividad antiinflamatoria aguda de las fracciones del extracto de diclorometano
en modelo de edema auricular por TPA

Grupos % de inhibicion + EE
Indometacina 58.77+10.7
Fal 28.14+ 8.8 *
Fa2 30.23+9.7 *
Fa3 88.21+3.2 *
Fad 83.37+85 *

Media t EE (n=8); diferencia significativa * p<0.05, contra el grupo indometacina

El andlisis estadistico mediante ANOVA reveld diferencias significativas entre algunas
fracciones (p < 0.05). Las fracciones Fal (28.14 + 8.8%) y Fa2 (30.23 + 9.7%) mostraron
inhibiciones de la inflamacidon moderadas, lo que sugiere una menor concentracion de
compuestos activos, mientras que las fracciones Fa3 (88.21 + 3.2%) y Fa4 (83.37 + 8.5%)
presentaron porcentajes de inhibicién superiores al control positivo (58.77 + 10.7%),
evidenciando una actividad antiinflamatoria altamente significativa, entre estos grupos no
presentaron diferencia significativa.
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Grdfico 2. Actividad antiinflamatoria aguda de las fracciones del extracto de diclorometano en
modelo de edema auricular por TPA.
Grupos: Indometacina (+); Fal (Fracciones 5- 6-7-8); Fa2 (Fracciones 9-10-11); Fa3 (Fracciones 12-
13); Fa2 (Fracciones 14-15).
Media + EE (n=8); diferencia significativa p<0.05, contra grupo Indometacina.

El modelo de edema auricular inducido por TPA se basa en la activacion de la PKC dérmica,
lo que provoca la liberacién de mediadores inflamatorios (Vahatupa et al.,, 2019). La
inhibicidon observada en las fracciones Fa3 y Fa4 sugiere que los compuestos presentes en
ellas actuan inhibiendo la cascada inflamatoria mediada por PKC, posiblemente al interferir
en la produccién o liberacién de prostaglandinas y citocinas proinflamatorias. Estos
resultados indican que los principios activos con mayor capacidad antiinflamatoria se
encuentran concentrados en las fracciones Fa3 y Fa4.

6.2.2 Fraccion F13

En la evaluacidn anterior, las fracciones Fa3 y Fa4 presentaron los mayores porcentajes de
inhibicidon en el modelo de edema auricular inducido por TPA. Sin embargo, la fraccion Fa3,
compuesta por las subfracciones F12 y F13, mostrd un porcentaje de inhibicidn ligeramente
superior al de Fa4, sin diferencia estadisticamente significativa entre ambas segun el andlisis
grafico. Por lo que, se decidid evaluar por separado las fracciones F12 y F13, con el objetivo
de determinar cudl de ellas presentaba mayor actividad antiinflamatoria (Tabla 7).
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Tabla 7. Actividad antiinflamatoria aguda de la fraccion F13 en modelo de edema
auricular por TPA

Grupos % de inhibicion £ EE
Indometacina 66.69 + 6.8
F13 30.32+5.1*

Media * EE (n=8); diferencia significativa p<0.05, contra grupo control (indometacina)

El analisis mostrd que el valor de inhibicion obtenido para la fraccién F13 (30.32 + 5.1%)
fue considerablemente menor en comparacion con el grupo de Indometacina (66.69 *
6.8%), lo que indica una baja actividad antiinflamatoria.

Ensayo de TPA
(F13)

80 — Indometacina: 66.69 +
EE 6.8
F13:30.32 +tEE 51
60 J—
=
b=
£ a4 *
=
= —
=
S
20 +
0
Indometacina F13

Grupos

Grdfico 3. Actividad antiinflamatoria aguda de las F13 del extracto de diclorometano en modelo de
edema auricular por TPA. Grupos: Indometacina (+), F13. Media * EE (n=8); diferencia significativa
p<0.05, contra Indometacina)

En la Grafica 3 se puede observar claramente esta diferencia, mostrando que la inhibicién
del edema producida por la fraccidon F13 es aproximadamente menos de la mitad del
efecto alcanzado por la indometacina.

Los resultados obtenidos demuestran que la fraccién F13 presenta una actividad
antiinflamatoria significativamente menor con respecto al grupo indometacina y también
comparado con la fraccién Fa3 de la cual fue aislada F13. Esta reduccién en la capacidad
de inhibicién del edema sugiere que los compuestos activos presentes en Fa3 se
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concentran predominantemente en la fraccién F12, mientras que F13 contiene menor
cantidad o ausencia de dichos metabolitos bioactivos.

Ademas, esto podria deberse a la interaccidon entre dos o mds compuestos que cuando
juntan su accién producen un efecto mayor que individualmente. Es posible que la
fraccion Fa3 contenga varios metabolitos que actuan de manera sinérgica potenciando
su actividad antiinflamatoria. Al separarse en subfracciones, como F12 y F13, dicha
interaccidon podria perderse parcial o totalmente. De tal manera, aunque F13 pueda
contener alguno de los compuestos activos, la ausencia de otros metabolitos
complementarios impediria que se manifieste el efecto antiinflamatorio observado en la
fraccion original. Esto sugiere que la actividad bioldgica de Fa3 no depende Unicamente
de un compuesto aislado, sino de la interaccidon cooperativa entre varios constituyentes
quimicos presentes en la mezcla.

La menor eficacia observada podria deberse a diferencias en la composicién quimica
entre ambas subfracciones, posiblemente relacionadas con la polaridad y naturaleza
estructural de los compuestos presentes. Este resultado comprueba la importancia de
continuar con el aislamiento y caracterizaciéon de la fraccién F12, ya que seria la
responsable principal del efecto antiinflamatorio observado previamente en Fa3.

Debido al bajo porcentaje de inhibicidn y la limitada actividad bioldgica de la fraccidn F13,
se decidid no continuar con estudios sobre esta fraccién y concentrarse en el analisis
qguimico y farmacolégico de la fraccién F12.

6.2.3 Fraccion activa F12

De la fraccidn F12, obtenida a partir del fraccionamiento del extracto de diclorometano,
se aislé un compuesto amarillo, identificado preliminarmente como SD12. La actividad
antiinflamatoria de este compuesto se evalué mediante el modelo de edema auricular
agudo inducido por TPA en ratones, con el propédsito de confirmar si la actividad
observada en la fraccidn original se debia a la presencia de este metabolito.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 8 y la Grafica 4, donde se comparan

los porcentajes de inhibicién del edema entre los grupos tratados con SD12 (en dos dosis
distintas) y el control positivo (indometacina).

Busqueda de la actividad antiinflamatoria de los extractos organicos de la especie vegetal Sida acuta, 2024.

22



Tabla 8. Actividad antiinflamatoria aguda de la fraccion F12 en modelo de edema
auricular por TPA

Grupos % de inhibicion EE
Indometacina 35.19+5.0

SD12 (2 mg) 38.10+4.9 *

SD12 (1 mg) 36.28+4.5*

Media + EE (n=8); diferencia significativa *p<0.05, contra grupo indometacina.

El analisis de varianza (ANOVA) mostré que todos los tratamientos evaluados (SD12 en
ambas dosis) no presentaron diferencias significativas respecto al grupo control
indometacina (35.19 + 5.0%), lo que confirma la actividad antiinflamatoria del compuesto
SD12.

Ensayo de TPA
(F12)
50 — B Indometacina: 3518 £
EES.0
* * SD12(2 mg): 3810
40 + EE 4.9
J_ SD12 (1 mg): 36.28 +
L EE 45
g 30+
g
2
o 20 +
=
10 -+
o<

Indometacina SD12 (2 mag) SD12 (1 mag)

Grupos

Grdfico 4. Actividad antiinflamatoria aguda de las F12 del extracto de diclorometano en modelo de
edema auricular por TPA.
Media * EE (n=8); diferencia significativa p<0.05, contra grupo Indometacina.

Los valores de error estandar relativamente bajos indican una respuesta bioldgica
homogénea y reproducible entre los animales tratados, lo cual refuerza la validez de los
resultados. Los resultados de la fraccion F12 confirman que el compuesto SD12 es el
principal responsable de |a actividad antiinflamatoria observada en las fracciones previas
(Fa3 y F12). Posiblemente, la actividad antiinflamatoria de SD12 podria presentar un
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mecanismo de accidn, posiblemente asociado a la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa
(COX) y a lareduccion en la sintesis de prostaglandinas, mediadores clave en la respuesta
inflamatoria inducida por TPA. La ausencia de una diferencia significativa entre las dosis
de 1 mgy 2 mg podria indicar que el compuesto alcanza su efecto maximo a dosis bajas,
o bien que presenta un efecto dosis-independiente dentro del rango evaluado.

La comparacion con la fraccién F13, la cual mostré baja actividad (30.32 = 5.1%),
comprueba la idea de que SD12 es el compuesto bioactivo predominante en la fraccidn
F12 y el que presenta la actividad antiinflamatoria en el extracto de diclorometano.

6.3 Viabilidad

La viabilidad celular se determind mediante el ensayo colorimétrico de MTT, el cual permite
cuantificar la actividad metabdlica de las células vivas a través de la reduccién del MTT por
las enzimas NADH/NADPH, produciendo cristales de formazan de color morado (Ldpez,
2019). De esta forma, la absorbancia medida es directamente proporcional al nimero de
células viables en el cultivo (Facultad de Medicina, FUSM, 2008).

En el presente estudio, los macréfagos J774A.1 fueron expuestos a diferentes
concentraciones de SD12 (0—200 pg/mL) para evaluar su efecto citotdxico. Los resultados
obtenidos (Tabla 9 y Grafica 5) muestran una disminucidn progresiva en la viabilidad celular
conforme aumenta la concentracién del compuesto.

El analisis de regresion no lineal permitid calcular la concentracién inhibitoria media (Clso),
que fue de 105.78 £ 5.25 pg/mL. Este valor representa la concentracion a la cual se esperaria
qgue la viabilidad celular se redujera al 50 %. Sin embargo, en este caso, incluso a dicha
concentracion, mas del 60 % de las células permanecieron viables, lo que sugiere una baja
citotoxicidad del compuesto frente a los macréfagos J774A.1.

Tabla 9. Viabilidad de macroéfagos J774A.1 tratados con SD12 (0-200 pg/mL)

Concentracién (ug/mL) % Viabilidad

200 31.16*

100 48.08*

50 61.56*

25 69.07*

12.5 69.97*

6.25 75.57*

3.125 78.82*

0 100

Media t EE (n=8); diferencia significativa p<0.05, contra grupo 0 pug/mL
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El analisis estadistico (ANOVA de una via) indicé diferencias significativas (p < 0.05) entre
las concentraciones mas altas (150 y 200 pg/mL) en comparacion con el control (0 pg/mL),
evidenciando un efecto dependiente de la dosis. Al contrario de las concentraciones
inferiores a 50 pug/mL no mostraron diferencias estadisticamente significativas, lo que
respalda que el compuesto mantiene un margen de seguridad adecuado en ese rango de
concentracion.

En funcién de los resultados obtenidos, se selecciond la concentracion de 25 pg/mL para los
ensayos posteriores, ya que presentd un porcentaje de viabilidad de 69.07 %, valor que
garantiza una adecuada supervivencia celular y permite evaluar la actividad bioldgica sin
interferencia por toxicidad.

Viabilidad
125 (SD12)

100 <+ I
75 + & * I I

*
|_|
|_|

% Viabilidad
H

50

- *

Ho*

25

200 100 50 25 12.5 6.25 3.125 0

[ug/mL ]

Grdfico 5. Viabilidad de macrofagos J774A.1 tratados con SD12 (0-200 pg/mL)
Media + EE (n=8); diferencia significativa p<0.05, contra grupo 0 pg/mL

Los resultados del ensayo de viabilidad celular confirman que la fraccién activa F12
(compuesto SD12) presenta baja citotoxicidad frente a la linea de macrdéfagos J774A.1. Esto
es relevante, ya que la ausencia de toxicidad a concentraciones moderadas indica que el
compuesto podria modular procesos inflamatorios sin comprometer la integridad de las
células inmunes.
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6.4 Evaluacion de la produccién de Oxido Nitrico

La produccién de éxido nitrico (NO) fue evaluada mediante el método colorimétrico con el
reactivo de Griess. Los valores promedio obtenidos (Media + EE, n=4) se muestran en la
tabla 10.

Tabla 10. Porcentaje de produccion de NO producido por macréfagos estimulados con
LPS.

Grupos % de producciéon NO *EE
SD12 37.42 £ 0.039*

DEXA 45.13 £ 0.028*

Basal 24.43 £ 0.030*

LPS 100 + 0.037

Media + EE (n=4); diferencia significativa * p<0.05, contra grupo LPS.

El andlisis de varianza (ANOVA de una via) mostro diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos experimentales (p<0.05). La evaluacion indica que tanto la dexametasona
(farmaco de referencia) como el compuesto SD12 disminuyeron significativamente la
produccién de NO comparado con el grupo LPS, mientras que el grupo basal presentd los
niveles mas bajos ya que n fueron estimulados con LPS.

Oxido Nitrico
(SD12)
125.00 +—
100.00 +
100.00
75.00 +
o *
=
= 5000 * s
4513 *
25.00 + =
24.43
0.00 -
SD12 DEXA Basal LPS
Grupos

Grdfica 6. Porcentaje de produccion de NO producido por macréfagos estimulados con LPS. Tratados con
SD12. Media * EE (n=4); diferencia significativa *p<0.05, contra grupo LPS.
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La produccién de oxido nitrico es un proceso clave en la respuesta inflamatoria mediada
por macrofagos. En condiciones normales, estas células producen bajas concentraciones de
NO para mantener funciones fisioldgicas; sin embargo, al ser estimuladas con LPS, se activa
la enzima éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), incrementando de manera notable la
sintesis de NO, lo que contribuye al desarrollo del proceso inflamatorio (Benavides y Pinzén,
2008).

En este estudio, el grupo LPS mostré el mayor porcentaje de produccion de NO (100%),
confirmando la activacién de los macréfagos y la instauraciéon del proceso inflamatorio. Por
otro lado, la dexametasona, un farmaco antiinflamatorio esteroideo utilizado como control
positivo, redujo la produccion de NO a 45.13%, lo cual concuerda con su capacidad de inhibir
la expresién de la iNOS vy, por tanto, disminuir la sintesis de NO (gréfica 6) (Lamas et al.,
1995).

Mientras que el tratamiento con el compuesto SD12 provocd una disminucién aun mayor
en la produccién de NO (37.42%), mostrando una actividad inhibitoria superior a la de la
dexametasona (grafica 6). Este resultado sugiere que SD12 posee una potente accidon
antiinflamatoria, posiblemente mediada por la modulacién de vias de sefializacion
asociadas a la activacion de iNOS o la inhibicién del factor de transcripcion NF-kB,
responsable de inducir la expresidon de mediadores proinflamatorios. El grupo basal, que no
fue estimulado con LPS, presentd un nivel de produccién de NO de 24.43%, reflejando la
produccidn fisiolégica de este radical en ausencia de estimulo inflamatorio.

El compuesto SD12 redujo significativamente la produccion de dxido nitrico en macréfagos
estimulados con LPS, con una inhibicidn mayor a la observada con dexametasona. Estos
resultados sugieren que SD12 posee actividad antiinflamatoria.

7. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que la especie vegetal Sida
acuta posee compuestos con actividad antiinflamatoria significativa. Se recomienda realizar
estudios mas detallados para profundizar en el mecanismo de accidn del compuesto activo
y emplear modelos biolégicos complementarios que confirmen su efecto. Asimismo, se
sugiere efectuar analisis espectroscépicos que permitan la elucidaciéon estructural del
compuesto SD12, con el fin de sustentar su potencial como agente antiinflamatorio.
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