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l. Resumen

En el presente documento, se detalla la informacion generada por la evaluacién
toxicologica y farmacologica preliminar in vivo, realizada a un extracto preparado a
partir de las partes aéreas de la especie medicinal Tagetes micrantha, también
conocida popularmente como anisillo. Esta planta es altamente apreciada en varios
lugares de nuestro pais para el tratamiento de padecimientos gastrointestinales e
inflamatorios.

Con las partes aéreas secas y molidas del anisillo, se prepararon tres extractos, uno
acuoso (infusion, TMA) y dos organicos [(MeOH 100%, TMM) y (DCM-MeOH 1:1,
TMDM)], estos dos ultimos por maceracion exhaustiva. Estos extractos se emplearon
para realizar, en primera instancia, la evaluacion de su potencial toxicidad aguda
mediante el protocolo de la OCDE 423 in vivo.

En el caso particular de TMA y después de evaluar su efecto tdéxico agudo, se
selecciond para la busqueda preliminar de evidencia sobre los potenciales efectos
analgésico y antiinflamatorio in vivo. Lo anterior, se decidio empleando los siguientes
criterios: nula toxicidad, es la forma tradicional de preparacion y consumo mas
importante por la poblacion, asi como un alto rendimiento en la obtencion del extracto
(=60%). Para esto, se emplearon las pruebas del edema auricular agudo inducido con
un éster de forbol y de los estiramientos abdominales inducidos con acido acético al
0.6%.

Después de la preparacion de los extractos, se obtuvieron los siguientes rendimientos,
TMDM: 4.06, TMM: 3.04 y TMA: 60.90%.

En la evaluacion de la toxicidad aguda, la administracion de una dosis Unica de 2 g/Kg
de peso no provoco la muerte de ningun animal. Por tanto, y de acuerdo con los
criterios de la guia de la OCDE 423, los extractos evaluados no son toxicos en estas
condiciones. Con estos resultados, se escogio al extracto TMA para evaluar sus
potenciales efectos antiinflamatorios y antinociceptivos.

En cuanto a la actividad antiinflamatoria, la aplicacién de 1 mg/oreja del extracto TMA
provoco la disminucion del edema inducido por el TPA en un 59.54%. Por su parte, el
farmaco de referencia, indometacina, presentd un porcentaje de inhibicién de la
inflamacion del 87.35% a la misma dosis.

Para la evaluacion del efecto antinociceptivo de TMA (250 y 500 mg/Kg, via oral), en
el modelo de estiramientos abdominales inducidos con acido acético diluido (0.6%), el
extracto presentd un porcentaje del 62.75% en la disminucién de los estiramientos
abdominales a la dosis de 250 mg/Kg, mientras que para la dosis de 500 mg/Kg de
peso, el porcentaje fue de 56.28%. Por su parte, el farmaco de referencia (Ibuprofeno,
100 mg/Kg, via oral) inhibi6 la respuesta nociceptiva en un 97.63%.

Los resultados obtenidos en este proyecto nos indican que, de manera preliminar, los
extractos preparados de las partes aéreas del anisillo no son téxicos en el modelo
usado y, que el extracto TMA podria contener sustancias antiinflamatorias y
analgésicas. Lo anterior constituye evidencia que sustenta parcialmente los usos



etnomédicos que se la da a T. micrantha. Sin embargo, se requieren estudios
adicionales para confirmar estos resultados.

[l.- Introduccidn

En México, el uso de plantas medicinales con fines curativos es un hecho, pues las
comunidades indigenas poseen un profundo conocimiento de su ambiente, saben los
numMerosos usos que les pueden dar a las plantas y estos conocimientos constituyen
una base importante para la conservacién de la biodiversidad global y su uso
sustentable (Magafa, Gama, & Mariaca, 2010).

T. micrantha es una especie que se encuentra en diferentes zonas de México, es
usada por distintas comunidades de varias maneras; una de ellas es como agente
curativo para diferentes padecimientos, entre las que se encuentran dolor de
estébmago, diarrea, colicos en nifios, colicos biliares (Arias, 2016), y es apreciada por
sus propiedades antiinflamatorias. No obstante, se trata de una planta que no ha sido
estudiada lo suficiente para asegurar que su consumo no cause ningun tipo de dafio,
por lo que representa una excelente oportunidad para realizar los estudios necesarios
y obtener informacion acerca de su seguridad y eficacia.

Como ya se menciond, el anisillo es utilizado por sus potenciales propiedades
analgésicas y/o antiinflamatorias, aunque aun no existe un reporte en donde estos
efectos sean evaluados. En este informe, se reporta los resultados de la evaluacion
preliminar de la toxicidad aguda, efectos antinociceptivo y antiinflamatorio, de tres
extractos preparados a partir de las partes aéreas de T. micrantha.

[1.1.- Antecedentes
[1.1.1.-Plantas medicinales

La practica de la medicina herbolaria se basa en el uso terapéutico de las plantas
medicinales como sustitutas de las medicinas alopaticas o en combinacion. Ademas,
las experiencias ancestrales acumuladas en el tiempo, su accesibilidad y sus bajos
costos, convierten a la medicina herbolaria en la alternativa principal de salud para
muchos, lo que ha permitido que estas practicas se mantengan hasta la actualidad
(Gallegos, 2016).

De las plantas se usan sus extractos en diversas formas de preparacion para mejorar
el estado de salud. El objetivo de esta investigacion esta en el estudio preliminar de
los efectos téxicos, analgésicos y antiinflamatorios de la planta T. micrantha, la cual
se presume que posee estas actividades biologicas.

11.1.2.- El género Tagetes

Este género cuenta con aproximadamente 50 a 55 especies ampliamente distribuidas
en el mundo. Dentro de este, 24 especies se encuentran en mayor parte dentro del
territorio nacional (Montes, 2011), considerado posiblemente como el centro de origen
y diversidad del género (Garcia et al., 2011).



El género fue utilizado por los pobladores mesoamericanos de diferentes maneras,
destacan los usos ceremoniales y medicinales, aunque se registran otros como
atenuante o comestible (Serrato, 2009). Actualmente, varias de sus especies se
emplean como recurso terapéutico herbolario o como plantas ceremoniales y de
ornato, entre otros (Garcia et al., 2011).

El género Tagetes pertenece a la tribu Tageteae de la familia botanica Asteraceae o
Compositae, la cual estd formada por tribus, géneros y especies poco estudiadas.
Esta familia botanica quiza sea la segunda mas numerosa y distribuida en el mundo.

El género se distingue morfolégicamente por lo siguiente: Plantas herbaceas anuales
y también perennes, algunas parecen arbustos; tallos cominmente erectos con hasta
220 cm de altura y puede alcanzar 3 cm de didmetro, en algunas especies las hojas
son simples ovado-acuminadas o lineares, pero la mayoria tiene hojas pinnadas o
pinatifidas con foliolos enteros, lineares o dentados color amarillo, anaranjado y
blancas que son poco frecuente (Serrato, 2014).

[1.1.3.- Generalidades de T. micrantha

T. micrantha también conocida como anisillo, anis, anis de campo, anisito, anisito rojo,
entre otros nombres; es una especie originaria del sureste de los Estados Unidos de
Norte América y México, habita frecuentemente en zonas de clima templado (Arias,
2016). En todas las regiones de México se encuentran especies de Tagetes, aunque
no todas las especies se distribuyen en las mismas regiones ni en los mismos estados.

Figura 1y 2. Fotografias de Tagetes micrantha obtenidas en el Jardin Botanico de la UNAM
Niizawa, S. (2018).

Se distribuye en toda la republica mexicana, mayoritariamente en los siguientes
estados: Baja California, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Durango y
Zacatecas en la zona norte. Pasando a la zona centro y sur la podemos encontrar en:
San Luis Potosi, Aguas Calientes, Guanajuato, Nayarit, Jalisco, Colima, Veracruz,
Puebla, Tlaxcala, Estado de México, CDMX, Querétaro y Morelos (Serrato, 2009).



Figura 3. Mapa de distribucion de Tagetes micrantha. Obtenido de Tropicos.org. Missouri Botanical
Garden http://www.tropicos.org/Name/2711172.

[1.1.4.- Taxonomia

Reino Plantae

Subfilo Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribu Tageteae
Género Tagetes

e Tagetes micrantha

[1.1.5.- Usos tradicionales

T. micrantha se considera una planta caliente ya que suele “atemperar” el estbmago
(Garcia et al., 2011), es por ello que en numerosos estados de la republica su uso
medicinal incluye el tratamiento de diversas dolencias digestivas, sean célicos, célicos
de nifios (colico del recién nacido), célicos biliares y dolores estomacales (bilis y dolor
de estdbmago), por lo general se ingiere el cocimiento de la planta completa o de las
ramas.

En Michoacén, ademas, se ocupa para aliviar dolor de cabeza, dolor de corazén, y de
garganta; recomiendan masticarla con un poco de sal (Arias, 2016). Asi como para la
traspurga, se utiliza contra el torzon y la diarrea, para esta Ultima se bebe el cocimiento
de las ramas con azlcar, después de cenar o en ayunas.

Se recomienda para tratar el espanto o susto, enfermedad que se origina a raiz de
una impresion fuerte y repentina, en los nifios les puede venir cuando los castigan; el
tratamiento consiste en tomar el cocimiento de la planta, puede aplicarse también en
forma de bafos, o sahumerio (Argueta, 1994).


http://www.tropicos.org/Name/2711172
https://www.naturalista.mx/taxa/47126-Plantae
https://www.naturalista.mx/taxa/47125-Angiospermae
https://www.naturalista.mx/taxa/47124-Magnoliopsida
https://www.naturalista.mx/taxa/47605-Asterales
https://www.naturalista.mx/taxa/47604-Asteraceae
https://www.naturalista.mx/taxa/632790-Asteroideae
https://www.naturalista.mx/taxa/627061-Tageteae
https://www.naturalista.mx/taxa/72389-Tagetes

También se emplean para dar sabor a los atoles, color y aroma a los elotes y chayotes
hervidos por su olor a anis y sabor dulce, usos que se registran desde épocas
prehispanicas (Garcia et al., 2011).

I1.1.5.- Efectos Bioldgicos

Varias de las especies de Tagetes son utilizadas como aceites esenciales (Garcia et
al., 2011). Estos aceites son un recurso importante con un gran potencial en la
agricultura organica debido al efecto que presentan de inhibir in vitro a Dikeya dadantii
y Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, lo cual podria utilizarse en el biocontrol de
bacterias fitopatdgenas en la agricultura (Rincén, Quifiones, Qui, & Serrato, 2012).

T. micrantha esta relacionada con las enfermedades gastrointestinales, resultados
gue concuerdan con lo reportado por Aguilar contreras y colaboradores (2005),
guienes mencionan gque algunas especies de este género se utilizan actualmente para
el tratamiento de diarrea y disenteria (Garcia et al., 2011).

[1.1.6.- Fitoquimica

Las especies del género Tagetes poseen una amplia diversidad de metabolitos
secundarios, los cuales son importantes para su supervivencia y reproduccion. Entre
los compuestos quimicos que se han identificado del género Tagetes se encuentran
derivados fendlicos del tiofeno y del benzofurano, terpenos, esteroles, alcaloides,
flavonoides, cumarinas, y carotenoides (Contreras, 2018).

La informaciéon de T. micrantha respecto a su fitoquimica es escasa, pero dentro del
género, se han estudiado a varias de ellas. En la tabla 1 se encuentran los compuestos
obtenidos de algunas de las especies del género Tagetes.

Los extractos de algunas especies de Tagetes, tales como T. patula, T. pusila, T.
minuta, T. lucida y T. maxima han presentado efectos nematicida, insecticida,
antifangico, antibacteriano, antiinflamatorio y antioxidante. Estas actividades
biologicas han sido relacionadas con la presencia de piretrina, flavonovides, tienoles
y terpenoides (Escobar et. al, 2009).

T. erecta ha sido reconocido como nematicida y larvicida, ademas, los extractos de
sus semillas tienen actividad antimicrobiana efectiva (Bye, 1986).

Los extractos de la planta entera de T. minuta muestran cualidades antitumorales y
los ensayos de su aceite esencial revelaron que tiene actividad tranquilizante,
hipotensor, broncodilatador, espasmolitico y antiinflamatorio (Bye, 1986).

Estudios farmacologicos de patuletina, que es un derivado de T. patula, indican que
reduce la permeabilidad capilar y tiene efectos antiespasmadicos e hipotensores (Bye,
1986).

Los compuestos quimicos anetol y alilanisol, del grupo fenilpropanoides, constituyen
la mayor parte del aceite esencial de Tagetes filifolia, el anetol produce diferentes
efectos biolégicos como repelente, insecticida, fungicida, nematicida y bactericida
(Serrato et al, 2008).



Tabla 1. Compuestos obtenidos de extractos y aceites esenciales de tres especies de Tagetes

Especie | Cetonas Terpenoides flavonoides otros
T. lucida | Tagetona Ocimeno Flavonoides Un alcaloide
Carvona B-sitoesterol no identificados no identificado
Deshidrotagetona Ocimenona Alcoholes
Pineno Esteres
Canfeno
Limoneno
Felandreno
T. minuta | Tagetona Ocimeno Patuletina Alcoholes
Carvona Ocimenona Quercetina Esteres
Deshidrotagetona Pineno Quercetagetina
Canfeno Isoramnetina
Limoneno
Felandreno
T. filifolia | Carvona Pineno Flavonoides 4-anisaldehido
Canfeno no identificados Estragol
Mirceno Pulegona
d-careno Anetol
Terpineno Isosafrol
p-cimeno Acetato
Cineol de metilo
trans-p- Metileugenol
Ocimeno Farneseno
y-terpineno Ledol
B-terpineol Espatulenol
Citronelal Cadinol
Alilanisol Linalool

[1.2.1.- Generalidades del Dolor

Es dificil poder definir el dolor, pero el concepto méas acertado es el siguiente:

“Experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a una lesion tisular
presente o potencial, o que se describe en términos de dicha lesion”.

Es un mecanismo que sirve para proteger al organismo, de tal forma que el individuo
reacciona eliminando o alejandose del estimulo doloroso. El dolor, por tanto, no se
define exclusivamente como una percepcién nociceptiva, sino que constituye una
experiencia subjetiva integrada por un conjunto de pensamientos sensaciones y
conductas (Muriel, 2001).

El dolor tiene una alta prevalencia y un gran impacto individual, familiar, laboral, social
y econémico. Es, en general, la causa principal de atencion médica y, por tanto, de
ausentismo laboral, incapacidad y pension por invalidez.

[1.2.2.- Clasificacién del dolor

La clasificacién del dolor la podemos hacer atendiendo a su duracion, patogenia,
localizacion, curso, intensidad, factores prondsticos de control del dolor y, finalmente,
segun la farmacologia (Puebla, 2005). Dentro de este documento solo destacaremos
la basada en la duracién y en la patogenia.



De acuerdo con su duracion.

Se clasifica en agudo y cronico o bien rdpido y lento. El dolor agudo surge
inmediatamente después de que se recibe el estimulo doloroso o lesién tisular (0.1
segundos), no se siente en tejidos profundos del organismo y existe una correlacion
importante entre la intensidad del dolor y la patologia desencadenante, su evolucion
natural es disminuir progresivamente hasta desaparecer, una vez que se produce la
curacion de la lesion subyacente (ldafiez, 2012).

Por su parte, el dolor crénico surge después de un segundo de haber recibido la lesion
tisular y va creciendo gradualmente a lo largo de varios segundos y hasta minutos,
genera un dolor insoportable y prolongado. Se presenta en la piel, tejidos y 6rganos
profundos (Guyton y Hall, 2007). Otras caracteristicas del dolor crénico ademéas del
factor tiempo, son que en ocasiones las posibilidades para identificar la patologia
causal suelen ser baja e insuficiente para explicar la presencia y/o la intensidad del
dolor, y responden pobremente a los tratamientos habituales (ldafiez, 2012).

De acuerdo con su patogenia.
El dolor clasificado segun su patogenia tiene tres divisiones:
- Neuropatico

Es producido por estimulo directo del sistema nervioso central (SNC) o por lesion de
vias nerviosas periféricas. Se describe como punzante, quemante (Puebla, 2005). En
esta clase de dolor se presenta una sensacion de descarga eléctrica o de quemadura,
esta asociado a signos sensoriales como la alodinia (estimulos que normalmente no
son dolorosos) o hiperalgesia (aumento de la sensibilidad en receptores de dolor),
(Gomez & Tortorici, 2009).

- Psicogeno

El dolor psicogeno es aquél en el que predomina la dimension afectiva emocional sin
causa organica que lo justifique (Tarrio, 2004).

- Nociceptivo

El dolor nociceptivo se caracteriza principalmente por la activacion directa de las
terminaciones libres de fibras sensoriales especializadas presentes en tejidos
periféricos que actlan como receptores del dolor, denominados nociceptores.
(Guerrero, 2007). Este tipo de dolor es el mas frecuente y se divide en somatico y
visceral.

[1.2.3.- Nociceptores

Las terminaciones nerviosas libres que responden especificamente a los estimulos
gue dafan los tejidos son receptores llamados nociceptores (Viera, 2017). Su principal
funcién es diferenciar los estimulos inocuos de los lesivos, de modo que ignoran los
de baja intensidad y codifican el estimulo lesivo dentro de un rango de intensidades
transmitiéndolo al SNC (Romera, Perena, & Perena, 2000).
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Tipos de nociceptores

Nociceptores cutaneos: Presentan un alto umbral de estimulacion, sélo se activan ante
estimulos intensos y no tienen actividad en ausencia de estimulo nocivo. Existen de 4
tipos:

- Nociceptores A- d situados en la dermis y epidermis. Son fibras mielinicas con
velocidades de conduccion alta y solo responden a estimulos mecénicos.

- Nociceptores C amielinicos, con velocidades de conduccién lenta. Se sitian en
la dermis y responden a estimulos de tipo mecanico, quimico y térmico.

- Nociceptores musculo-articulares: En el mdusculo, los nociceptores A- &
responden a contracciones mantenidas del muasculo, y los de tipo C, responden
a la presion, calor, e isquemia muscular. En las articulaciones, también existen
estos dos tipos de nociceptores y se sitan en la capsula articular, ligamentos,
periostio y grasa, pero no en el cartilago.

- Nociceptores viscerales: La mayor parte son fibras amielinicas. Existen de dos
tipos: los de alto umbral, que sélo responden a estimulos nocivos intensos, y
los inespecificos que pueden responder a estimulos inocuos 0 nocivos
(Ferrandiz, 2011).

[1.2.4.- Proceso neuronal de la sefal del dolor

La nocicepcion es un proceso de percepcion de estimulos nocivos, que comprende
cuatro fases y se encuentran sujetos a modulaciones farmacologicas: la transduccion,
transmision, modulacion y percepcion.

11.2.5.- Transduccioén

Es el proceso por el cual el estimulo nociceptivo es convertido en sefial eléctrica en
los nociceptores. Estos responden a diferentes noxas, térmicas, mecanicas o
guimicas; pero no responden a estimulos no nociceptivos. La liberacion periférica de
neurotransmisores permite el clasico axon-reflejo, el cual origina cambios periféricos
gue son reconocidos como indicadores de dolor: enrojecimiento, hinchazon, tersura
(Zerraga, 2007).

La transduccion se activa en cuanto los nociceptores captan y transforman el estimulo
nocivo en sefiales eléctricas, posteriormente durante la transmision, estas sefales se
propagan a lo largo de las fibras nociceptivas hasta la médula espinal (Coderre et al.,
1993; Guevara-L6pez, 2008).

11.2.6.- Transmisién

Es el segundo estadio del proceso de la sefial nociceptiva. La informacion de la
periferia es transmitida a la médula espinal, luego al tadlamo y finalmente a la corteza
cerebral. La informacién es transmitida, a través de dos neuronas nociceptivas
aferentes primarias:
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- Fibras C o nociceptores polimodales C; que son no mielinizadas, representan
el 80% de todos los nociceptores periféricos transmiten informacion nociceptiva
mecanica, térmica y quimica.

- Fibras A delta; son fibras mielinizadas delgadas, conducen a 2. 20 m/segundo;
responden a estimulos mecénicos de alta intensidad, por lo cual son llamadas
mecanos receptores de umbral alto; algunas de estas fibras responden a
estimulos térmicos.

Los nociceptores aferentes trasmiten la sefial de la periferia a través de la liberacion
de neurotransmisores especificos que estan asociados con el dolor: glutamato y
sustancia P. El glutamato es el neurotransmisor mas importante que interacciona con
los receptores de aminoécidos excitatorios: N-metil D-aspartato (NMDA) y no NMDA.
La sustancia P, interactia con los receptores dobles de la proteina G. Las fibras
nerviosas aferentes primarias en la asta dorsal espinal hacen sinapsis con la neurona
de segundo orden. Dichas fibras viajan en el tracto de Lissauer el cual esta localizado
en la sustancia gris de la asta dorsal espinal; la misma esta dividida anatobmicamente
en 6 capas o laminas (lamina I, I, lll, IV, V, VI), cada una de las cuales recibe tipos
especificos de fibras aferentes nerviosas (Zegarra, 2007).

11.2.7.- Modulacion

La asta dorsal de la médula espinal permite el primer nivel de integracion en el SNCy
su modulacion por las interneuronas espinales, dirige la informacion a través de las
vias ascendentes vy, finalmente, permite la elaboracion de respuestas reflejas, tanto
vegetativas como motoras (Romera et al., 2000).

Representa los cambios que ocurren en el sistema nervioso en respuesta a un
estimulo nociceptivo, el mismo permite que la sefal nociceptiva recibida en la asta
dorsal de la medula espinal sea selectivamente inhibida, de manera que la sefial a los
centros superiores es modificada (Zegarra, 2007) siendo el resultado final de la
percepcion o proceso neuronal del dolor.

11.3.1.- Generalidades de la Inflamacion

El dafio a los tejidos corporales activa una respuesta defensiva denominada
inflamacion (Tortora, 2007).

El proceso inflamatorio es una respuesta disefiada especificamente para eliminar

cualquier estimulo nocivo tanto enddgeno (ej. productos del sistema inmune) como
exdgeno (sustancias quimicas, bacterias y virus), es desencadenada por diversos
factores como son infecciones o lesiones fisicas (Clark y Johnson, 1995; Burke et al.,
2007). Se caracteriza por cinco signos clinicos: rubor, calor, dolor, tumor (edema) e
impotencia funcional (Gonzales & Gonzales, 2019).

1) Calor: o aumento local de la temperatura secundario a la vasodilatacion, y aumento
de consumo local de oxigeno.

2) Rubor: producido por el incremento del flujo sanguineo en la zona afectada.
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3) Dolor: provocado por distensién de los tejidos y liberacion de prostaglandinas como
mediadores quimicos.

4) Edema: resultante del aumento de la permeabilidad capilar y consiguiente sufusion
de liquido en el tejido intersticial.

A estos signos Rudolf Virchow, médico aleman, les sumé un quinto signo
clinico, functio laesa, que es la pérdida de funcionalidad, resultante de la limitacién a
la que conduce la conjugacion de los cuatro signos mencionados (Villalba, 2014).

Estas manifestaciones cardinales son causadas por la acumulacién de leucocitos,
proteinas plasméticas y derivados de la sangre hacia sitios de los tejidos
extravasculares donde existe una infeccion o lesion (Gonzéales & Gonzales, 2019).
Forma parte de la primera linea de defensa del sistema inmune, se presenta
inmediatamente cuando el organismo detecta la presencia de algin agente extrafio o
una lesion tisular (Madigan et al., 2009).

Si existe una agresion de cualquier etiologia, se desencadena un proceso inflamatorio
mediado por factores humorales y celulares, que intentan limitar y reparar la lesion
producida.

[1.3.2.- Tipos de inflamacion

La clasificacion de la inflamacién se realiza tomando en cuenta el tiempo de duracion,
caracter del exudado, etiologia, caracteristicas morfolégicas y localizacion (Villalba,
2014). Por su duracion pueden ser agudas o cronicas.

Aguda

La inflamacién aguda constituye una respuesta natural, de caracter protector, que
pretende librar al organismo de la causa inicial de la lesion celular y de las
consecuencias que esta provoca (Leon et al., 2015). Se caracteriza por ser una
respuesta rapida, con una duracién que oscila entre minutos, horas y pocos dias. Se
caracteriza por la exudacion de liquido, proteinas plasmaticas (edema) y la migracion
de leucocitos generalmente de neutréfilos al lugar de la lesion.

El primer evento que se genera durante la inflamacion aguda es la dilatacion de los
vasos sanguineos provocando un aumento del flujo sanguineo en el foco de la lesion,
este suceso ocasiona un cambio visible de color en el tejido. Posteriormente, existe el
aumento de la permeabilidad vascular. La alteracion de la permeabilidad constituye la
caracteristica principal que provoca el exudado antes mencionado (Ledn et al., 2015).
El aumento de la permeabilidad vascular se genera por varios mecanismos, que
pueden producirse simultdneamente:

e Formacion de aberturas entre las células endoteliales de las vénulas

e Reorganizacion del citoesqueleto (retraccién endotelial)

e Aumento de la transcitosis

e Lesion endotelial directa, con necrosis y desprendimiento de las células
endoteliales
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e Lesion endotelial mediada por leucocitos

El siguiente evento que se presenta durante el proceso de inflamacion es la expresion
de las selectinas P y E sobre las células endoteliales, las cuales atraen a los
leucocitos, principalmente a los neutréfilos, permitiendo su adhesion a las células
endoteliales que recubren los vasos sanguineos (Prescott et al., 2004).

Una de las funciones caracteristicas e importantes de la inflamacion, es el aporte de
leucocitos a la zona de la lesion. Los leucocitos fagocitan a los patdégenos, destruyen
a las bacterias y a los microorganismos, y degradan el tejido necrotico, pero también
pueden prolongar la lesion tisular al liberar enzimas, mediadores quimicos y especies
reactivas del oxigeno (Ledn et al., 2015).

La siguiente parte de este proceso es la transmigracion, se produce
fundamentalmente a través de las uniones intercelulares, estando implicadas ciertas
moléculas de adhesion presentes en las uniones de las células endoteliales; una de
ellas se denomina PCAM-1 (familia de los genes codificadores de inmunoglobulinas).
Esta respuesta termina una vez que se elimina al agente infeccioso. Si la respuesta
inflamatoria falla, este proceso persiste convirtiendose en una etapa cronica (Ahmed,
2011).

Cronica

La inflamacién cronica, que tiene lugar mientras existe muchas infecciones
persistentes, se caracteriza por la presencia de un niumero anormalmente grande de
linfocitos dentro del tejido. Generalmente también estan presentes macrofagos en
gran numero, como lo estan los basofilos en algunos tipos de inflamacién crénica. Los
términos inflamacidén aguda e inflamacidn crénica no son mutuamente excluyentes.
(Stanier, Ingraham, Wheelis, & Painter, 1992).

El término crénico alude a una respuesta inflamatoria persistente por mas de algunos
dias o semanas. Una inflamacion aguda puede transformarse en crénica (Mufioz,
2013).

La respuesta inflamatoria cronica se ha clasificado en varias clases (Reyes et al.,
2006):

» Inflamacion cronica fibrosa: Predomina la infiltracion de fibroblastos los cuales
producen abundante tejido conectivo o proteinas de la matriz extracelular.

= Inflamacion crénica serosa: Se caracteriza por que en el area de la lesion se
acumula un exudado claro que parece suero.

= Inflamacion cronica supurada: Consiste en la formacion de pus en una cavidad
recién formada.

= Inflamacion crénica granulomatosa: Se caracteriza por que en el tejido afectado
contiene multiples estructuras pequefias, en forma de granos, conocidos como
granulomas.

La respuesta inflamatoria crénica se subdivide en dos partes: una es la respuesta
celular y la otra es la granulacion del tejido (Mufioz, 2013). La inflamacion crénica se
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presenta cuando la inflamacion aguda no ha logrado mitigar el estimulo nocivo o
cuando la misma respuesta inflamatoria se autoperpetia (Chavez, Elizondo,
Gutiérrez, & Leon ,2011).

II.4.1.- Toxicidad aguda

El uso de fitomedicamentos constituye una nueva categoria terapéutica. La existencia
de plantas con un elevado potencial terapéutico constituye una alternativa
farmacoldgica de marcado interés en el tratamiento de muchas enfermedades, de ahi
la importancia de realizar estudios preclinicos con el propésito de detectar posibles
efectos toxicos post administracion. Dentro de la bateria de ensayos de primera linea
se encuentran los estudios de toxicidad a dosis Unica imprescindibles en la estimacion
del potencial téxico de una sustancia, referido como el estudio cuali-cuantitativo de los
fendmenos toxicos y de su aparicion en funcion del tiempo tras la administracion de
una dosis Unica de la sustancia o de varias dosis fraccionadas en el transcurso de 24
horas (Bermudez et al., 2007).

lll.- Planteamiento del problema

Tagetes micrantha no ha sido lo suficientemente estudiada (Cortes, Lara & Aoki,
2004); a pesar de esto, es usada ampliamente por diferentes grupos rurales en nuestro
pais. Ademas, es una de las especies enlistadas en la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos, debido a su relevancia en su uso terapéutico y existe la
necesidad de estudios quimicos, toxicoldgicos, farmacoldgicos, entre otros. Por lo
anterior, se plantea en este proyecto de Servicio Social, evaluar de manera preliminar
la toxicidad aguda, asi como sus potenciales efectos analgésicos y antiinflamatorios,
de tres extractos de la planta.

IV.- Objetivos
IV.1.- Objetivo general:

Evaluar de manera preliminar, los efectos téxicos agudos, antinociceptivos y
antiinflamatorios in vivo, de tres extractos preparados de las partes aéreas de la
especie Tagetes micrantha.

IV.2.- Objetivos especificos:

e Preparar tres extractos (uno acuoso y dos organicos), de las partes aéreas de
T. micrantha.

e Evaluar la toxicidad aguda de los extractos, empleando el protocolo de la OCDE
(423) en ratones.

e Evaluar la actividad antinociceptiva de uno de los extractos en el modelo de
estiramientos abdominales inducidos con acido acético diluido.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria de uno de los extractos en el modelo del
edema auricular agudo inducido con un éster de forbol.
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V.- Materiales y Métodos

Obtencion del material vegetal y preparacién de los extractos.

Para la preparacion de los extractos se utilizaron las partes aéreas, limpias y secas
previamente, de la especie T. micrantha. El material vegetal se obtuvo de la Reserva
Ecologica del Jardin Botéanico de la UNAM, colectada por el Dr. Sol Cristians Niizawa.
La identificacién la realiz6 la M. en C. Beatriz Gonzélez Hidalgo, responsable del
Herbario de la UAM-Xochimilco.

Los extractos organicos se prepararon de acuerdo con la tabla 2. De manera breve,
se pesaron 50 g del material vegetal y se agregaron en un recipiente de vidrio de 1L.
En este mismo se agregaron los disolventes mencionados en la tabla 2, dejando
reposar durante tres dias. Posteriormente, se filtraron y se concentraron con ayuda de
un rotavapor. El disolvente recuperado se usé para extraer nuevamente el material
vegetal. Este proceso se repitio tres veces para cada disolvente.

Para el caso del extracto acuoso, la infusion se prepard pesando 50 g del material
vegetal, vertiendo 750 mL de agua recientemente hervida. Posteriormente, se dejo
reposar por 30 minutos, se filtré y se sometio a un proceso de liofilizacion.

Tabla 2. Claves, cantidades de disolventes y material vegetal para la preparacion de los extractos de

T. micrantha.
Clave del extracto Volumen de disolvente Peso de material vegetal T.
(mL) micrantha (g)
Agua (TMA) 750 50
Metanol (TMM) 500 50
Diclorometano-Metanol 500 50
1:1(TMDM)

Para cada uno de los extractos se obtuvo el rendimiento, el cual fue calculado con la
formula siguiente:
Peso del extracto seco obtenido (g)

% d dimiento = 100
% de rendimiento Peso del material vegetal inicial (g)

Evaluaciones bioldgicas

En los experimentos se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 con un intervalo de
peso entre 20-30 g obtenidos del UPEAL-bioterio de la UAM Xochimilco. Se
mantuvieron en condiciones estandar (ciclos de 12 horas luz/obscuridad) con acceso
a alimento y agua ad libitum. Todos los experimentos se realizaron conforme a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) para el cuidado y manipulacion de
animales de experimentacion. También se observaron con detenimiento la aplicacion
de reglas internacionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio.
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Evaluacion de la toxicidad aguda in vivo.
Esta prueba se realizé de acuerdo con la guia de la OCDE 423.

Se utilizaron tres ratones CD-1 entre 25 y 30 gramos de peso corporal, que se dejaron
en ayuno durante ocho horas con libre acceso a agua. Previo al experimento, se
observo el comportamiento de los ratones durante treinta minutos para establecer el
comportamiento estdndar de los ratones. Posteriormente, se les administré los
distintos extractos de T. micrantha por via oral, la dosis utilizada fue de 2 g/kg de peso.
En cuanto al grupo control, se utilizaron tres ratones de entre 25 y 30 gramos de peso
corporal, a los cuales se les administré solamente solucion salina (10 ml/kg de peso)
por via oral.

Después de realizar el procedimiento mencionado, se evalu6 el comportamiento de
los ratones durante ocho horas posteriores a la administracion de los tratamientos.
Pasado este tiempo, se observo la conducta de los animales durante 14 dias,
anotando cualquier comportamiento fuera de lo normal y registrando la variacién de
peso corporal.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en la prueba del edema auricular
agudo en oreja de raton.

Se evaluo la actividad antiinflamatoria del TMA empleando la prueba del edema
auricular agudo inducido con TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol) en raton.
Para ello, se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1, los cuales fueron distribuidos
en tres grupos de tratamientos de tres ratones cada grupo [TMA (1 mg/oreja),
indometacina (1 mg/oreja) y vehiculo (SSI)]. Previo a la administracion de los
tratamientos, los animales fueron anestesiados con una solucion de pentobarbital
sodico comercial (dilucién 1:10 en SSI); una vez anestesiados, se les aplicé de manera
topica en la oreja derecha 20 uL de TMA disueltos en etanol al 70%. Para el grupo
dos (indometacina) se aplicé el farmaco de referencia disuelto en 20 uL de acetona,
mientras que para el tercer grupo (vehiculo), el disolvente donde se solubilizé el
extracto (etanol al 70%). Finalmente, y posterior a la aplicacion de los tratamientos, a
todas las orejas derechas se les aplico TPA (2.5 ug/oreja disueltos en 20 uL de
acetona). En todas las orejas izquierdas se administro el medio en el que fue disuelto
el tratamiento (etanol al 70% o acetona).

Después de cuatro horas, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y
se tomaron biopsias de tejido auricular de 7 mm de ambas orejas con ayuda de un
sacabocados. Mas adelante, se calcul6 el porcentaje de inhibicion del edema con la
formula siguiente.

... .. pesodelaorejaderecha TPA — peso de la oreja derecha tratamiento
% de inhibicion - x100
peso de la oreja derecha TPA
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Evaluacion de la actividad antinociceptiva en la prueba de los estiramientos
abdominales en raton.

Se evalud la actividad antinociceptiva del TMA empleando la prueba de los
estiramientos abdominales inducidos con acido acético (0.7%) en ratén. Para ello, se
utilizaron ratones macho de la cepa CD-1, los cuales fueron distribuidos en tres grupos
de tratamientos de tres ratones cada grupo [TMA (250 y 500 mg/Kg), ibuprofeno (100
mg/Kg) y vehiculo (Tween + SSI)]. Los ratones fueron administrados via oral con los
tratamientos 60 minutos previos a la induccién de los estiramientos-contracciones
abdominales. Una vez transcurrido el tiempo de absorcion, se administrd por via
intraperitoneal una solucion diluida de &cido acético al 0.7% a cada raton.
Inmediatamente, los animales se colocaron en una caja de plastico transparente y se
contaron el nimero de estiramientos y contracciones en periodos de 5 minutos hasta
completar 30 minutos.

La nocicepcion se manifiesta por estiramientos abdominales (en algunas ocasiones
se pueden observar contracciones); por lo tanto, el experimentador registra el nimero
de estiramientos de las patas traseras y flexion del cuerpo hacia atras.

VI.- Resultados y Analisis de resultados
Preparacion de los extractos.

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida, liquida o
intermedia, derivados generalmente de material vegetal desecado; se obtienen al
evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos extractivos de origen vegetal
(Carridn & Garcia, 2010). Los extractos realizados, fueron preparados con la finalidad
de probar con cual de los disolventes se obtenia un mejor rendimiento y una mayor
cantidad de metabolitos, tratando de abarcar distintas polaridades.

Se calculé el rendimiento del proceso de extraccion con cada uno de los disolventes
el de TMA fue el mas alto con un valor de 60.90%, seguido de TMDM con 4.06%, TMD
con 3.56% y TMM 3.04%.

Toxicidad aguda

Como se mencionod en el apartado de metodologia para evaluar la toxicidad aguda, se
utilizé la guia de la OCDE 423 para tal propdsito. Este tipo de evaluaciones debe ser
de los primeros procedimientos que un producto destinado al consumo humano debe
ser objeto. De igual manera, dado que se pretende evaluar efectos farmacoldgicos en
animales de laboratorio, es importante también realizar este ensayo para averiguar si
existe algun tipo de efecto téxico por la administracién de los extractos de T.
micrantha. Los resultados obtenidos indicaron que no hubo ningin deceso de los
animales durante las dos semanas de evaluacion (Tabla 5), sin embargo, se notaron
algunos efectos sobre algunos animales. El ratbn nimero 3 de grupo administrado
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con TMDM presento un crecimiento anormal de la cabeza al cuarto dia del tratamiento.
Debido a esto, fue sacrificado al dia 5, pues se notdé que también disminuy6 su
movilidad.

Otro de los ratones que tuvo que ser sacrificado por una situacion similar fue el raton
namero 3 al cual se le administrd solucién salina, por lo tanto, se cree que esto dos
animales podrian haber presentado algin problema no relacionado con la
administracion de los extractos, pues en este Ultimo caso, no debio de tener ningun
tipo de alteracion ya que se le administré solo solucion salina.

Fuera de estas dos situaciones los demas animales no tuvieron ningun
comportamiento anormal, por lo tanto, en esta dosis podemos ver que no existen
signos de toxicidad.

Tabla 3. Toxicidad aguda a una sola dosis de cuatro extractos de T. micrantha

Animales por | Animales
Tratamiento grupo muertos
TMA 3 0
TMM 3 0
TMDM 3 0
TMD 3 0

Actividad antiinflamatoria

Una vez evaluada la actividad toxica aguda, se procedido a evaluar la actividad
antiinflamatoria empleando el modelo del edema auricular agudo inducido con TPA en
raton. En esta evaluacion solo se utilizo el extracto acuoso (TMA), ya que fue el de
mejor rendimiento en la extraccion y es la forma tradicional en la que se usa la planta.
Como farmaco de referencia se us6 indometacina.

Los resultados obtenidos mostraron que la administracion de una dosis de 1 mg/oreja
del TMA provocé un porcentaje de inhibicion del edema en un 61%, mientras que el
farmaco de referencia mostré un porcentaje de inhibicion de 87.56%. Lo anterior nos
indica que el extracto acuoso muestra un potencial antiinflamatorio bueno. De manera
adicional, en este experimento es importante destacar que el tratamiento se aplica de
manera topica, por tanto, los compuestos deben ser permeable a la piel, esto nos
permite suponer que el extracto podria ser utilizado en una presentacion topica y que
los compuestos responsables de esta actividad deben tener naturaleza lipofilica.
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Figura 4. Efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de T. micrantha (1 mg/oreja) en el
modelo de edema auricular agudo inducido con TPA en ratén. Cada barra representa el
promedio + el error estdndar de n=8 ratones. *** Diferencia estadisticamente significativa con el VEH
(P<0.001).

Actividad antinociceptiva

Los resultados que se obtuvieron para la actividad antinociceptiva en la prueba de
estiramientos abdominales en raton estan condensados en la figura 5. En ella,
podemos ver que el farmaco ibuprofeno disminuyé el nimero de estiramientos
abdominales de manera notoria, en comparacion con el grupo de animales al que se
le administrd solucion salina o vehiculo (promedio de estiramientos del 90.71).

El extracto evaluado fue TMA de igual manera que para la actividad antiinflamatoria,
y se utilizaron dos dosis como se describié en el apartado metodologia. Podemos
observar que para la primera dosis de 250 mg/kg, se obtuvo un porcentaje de
inhibicidn en los estiramientos del 62.75% y para la segunda dosis de 500 mg/Kg una
inhibicion de 56.28%; el aumento de la dosis al doble no indico necesariamente que
los estiramientos decrecieran en comparacion con la dosis de 250 mg/kg de peso.

El modelo de estiramiento abdominal nos ayuda a obtener como resultado el
comportamiento de alguna sustancia respecto al dolor provocado por el &cido acético.
De acuerdo con la revision bibliografica realizada, algunas de las especies de Tagetes
(minuta, terniflora, multiflora, laxa, campanulata) presentan efecto analgésico o como
lo reportan Rondina y sus colaboradores (2008) son antiespasmadicas, y ayudan a
aliviar el dolor de estobmago. Esto podria explicar es efecto observado para TMA y
debe ser corroborado mediante la experimentaciébn adecuada para la actividad
antiespasmaodica.

De acuerdo con la investigacion realizada por Gutiérrez Gaitén y sus coparticipes
(2018), en donde estudiaron a T. lucida, esta contiene taninos y flavonoides, los cuales
poseen propiedades analgésicas, entre otras. Esto nos ayuda a inferir, desde un
enfoque quimiotaxonémico, que probablemente T. micrantha contenga algunos
metabolitos secundarios que como en el caso de T. lucida le confieren ese efecto
bioldgico.
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Figura 5. Efecto antinociceptivo del extracto TMA (250 y 500 mg/kg) en el modelo de estiramiento
abdominal inducido con acido acético. Cada barra representa el promedio * el error estandar de n=8
ratones. * Diferencia estadisticamente significativa con el VEH (P<0.001).

VIl.- Conclusiones

Conforme lo obtenido a la evaluacion de T. micrantha, se puede concluir que los tres
extractos preparados no presentaron efectos toxicos agudos después de su
administracion en ratones por via oral.

En cuanto a las actividades bioldgicas estudiadas, TMA disminuy0 de manera
significativa el edema auricular producido por el TPA, comparado con un farmaco de
referencia. Para la evaluacion del efecto antinociceptivo, se observé un efecto
moderado y no dependiente de la dosis.

Los resultados aqui reportados son evidencia parcial que sustenta el uso que las
personas le dan al anisillo con fines medicinales.

VIIl.- Recomendaciones

Debido a los resultados obtenidos en este proyecto es viable dar a conocer las
perspectivas de este.

Realizar el aislamiento, andlisis, y purificacion de Tagetes micrantha.

Evaluar a los extractos y compuestos para identificar cuales son activos y confieren
los efectos analgésicos y antiinflamatorios.
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