UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud.
Departamento de Sistemas Bioldgicos.

Licenciatura en Quimica Farmacéutica Bioldgica.

PROYECTO DE SERVICIO SOCIAL

Proyecto Genérico del Departamento de Sistemas Biol6gicos:
Obtencién de materias primas, principios activos, medicamentos y productos bioldgicos.

Etapa: Extraccion de principios activos o sustancias auxiliares a partir de productos naturales.

TITULO DEL PROYECTO

“Actividad antiinflamatoria y citotoxica de Ranunculus petiolaris”

Nombre del alumno:
Tania Mejia Vizuet
Matricula:

2182028442

Asesor interno:

Dr. Ernesto Sanchez Mendoza

Asesor externo:

Dra. Maria Salud Pérez Gutiérrez.



INDICE GENERAL

(@ To 11 (1] (o I W [ 014 oo [1 o] o] [OOSR 1
CaPitulO 2. MAICO TEOFICO ......veiieniieiieteeee sttt ettt st ee e b et e s bt et e sbe et e saeebesaeenee 2
2 O 0 = g 1 = Tod T o PO PO PSURPR 2
2.1.2. Clasificacion de 1a inflamacCion .............coouiiiieiieiie ettt et saaeene e 2
2.1.3. Tratamientos antiinflamatorios ..........c.cooiieieiiie i 3
2.1.4. EfeCtos SECUNTANTOS/AUVEISOS ....c.vveruiieniieiieriieeieesite sttt et sttt sit e st e st e st e ebeesbeesaneebeesaeesaneens 3
2.1.5. Tratamiento alternativo contra la inflamacion ..o 4
2.2, CANCEL ettt ettt h ettt h e a e bRt e bt st bt et Rt e bt e h e e bt h e e bt en b e bt entenheeteeneenee 4
2.2.1. Tratamientos CONTIa € CANCET ........co.eeiiiiiieiiee et ettt s 5
2.3. Tratamiento alternativo CONtIra el CANCET .........c.coiviiiiriiiiereee e 5
2.4. Generalidades de RanUNCUIUS PELIOIAIIS ........ccccvvieiiiieiiee et et 6
2.4.1. Clasificacion TaXONOMICA ......ccuereeruerieeieeieneete st et st eee st etesteetesaeebeseeebesaeenbesseenbesneenseensens 6
B [0S ] o= Tod o o IO URPR 7
(0] o] 13 1Y/ LSRR 8
(O] o] 1= ()Y ol o =] -] -1 RSP 8
(O] o] [ ()Y oI T] L= o U 8
(0= 1o 1 (01 [T T 1Y/ 11 oo (o] [0 | - USSR 9
3.1. Colecta de la planta RanUNCUIUS PELIOIATIS ......cvveeiieieiieecieee ettt s 9
3.2. Preparacion de los extractos de diclorometano y metanol............cceeeveevciieicieeiciee e 9
3.3. Separacidn de las fracciones del extracto con mayor actividad ............ccccceevceiiiiee e, 9
KR V- 1TV (o o] o I 10 [o] o o USSR 9
I Y [T 1= (o I T Y Y OO P RURRUPURTPO 9
3.4.1.1. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema auricular en raton
inducido por 13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol (TPA) ..., 9
3.4.1.2. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo de las fracciones del extracto con
Mayor actividad DIOIOGICA..........ccouiiiiiii ettt e e eareeens 10
3.5. Obtencion de s6lidos a partir de 1as fraCCioNeS .........cocveiiiiiiiiiei e 10
TG T Y (0T (=] (oL IV 1 o TSRS 10
3.6.1. Cultivo celular de MacrOfagos........cccvieiiiieiiii ettt e e etae e s bee e sare e eaaeas 10

3.6.2 Determinacion de la produccion de éxido nitrico (NO) en macrofagos J774A.1 estimulados
(000 0 T I ST PP PP T OPUPPPTOPRUPTRNt 11



3.6.2.1 Determinacion de Viabilidad de macro6fagos tratados con BCD por el ensayo de Bromuro

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2, 5-difeniltetrazol (MTT) ....cocveiiiiiiiee e 11
3.6.2.2. Determinacion de 0xXido NItrico (NO) .......coeeiiiiiiiiirieierieieee e e 11
3.6.3. Evaluacion de la actividad citotoxica de BCD sobre lineas celulares de cancer ....................... 12
3.6.3.1. Cultivo celular de MCF-7, HCT-15Y HeLa....ccccociieieeeciee ettt 12
3.6.3.2. Evaluacion de citotoxicidad por ensayo de MT T.....ccoeiiiiiiiiieie e 12
3.7. ACtivVidad @ntiOXIAANTE .......ccccveeeiieeiie ettt eee ettt se e et e s e e e st e e eteeesnteeessseesnseeesnneeesnseeensseeans 13
3.7.1. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo de ABTS (acido 2,2'-azino-bis-
(3-etillbenzotiazolin-6-SUITONICO).........c.ceeiiiieiie et sree e snre e eereeens 13
3.7.1.2. Ensayo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilnidracilo) ..........cccooeerienieniiiiniiiieeeec e 13
3.8. ANALISIS ESTAAISTICO ....euveiieiieiie ittt sttt ae et st et e e e be e e e nneennens 13
Capitulo 4. Resultados Y AISCUSION .........ccuviivieiiiiiie ettt ettt e b e esaeeesbeesaeesaaeesseenneas 14
4.1. Preparacion de los extractos de diclorometano y metanol ............ccccoeeveviieieeiiiiiecceece e, 14
4.2, IMOTEIOS TN VIV ...ttt st ettt sttt e sat e st e b e sat e e abeesbeesabeeabeenaeesaee 14
4.2.1. Evaluacién antinflamatoria in vivo de los extractos de diclorometano y metanol................. 14
4.2.1.2. Separacion y evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo de las fracciones del
extracto con mayor actividad DIOIOGICA...........ceivviiiiiiie e 15
4.3. Aislamiento y caracterizacion de sélidos a partir de las fracCiones...........ccceevveeevveevcieecvvee e, 16
4.4, Andlisis de 105 eSpectros e RIMIN ........oooiiii ittt e et ta e s ree b e e enneeas 17
T\ (0T =] (o N [ I | (o PSPPI 18
4.5.1. Determinacién de la produccion de éxido nitrico (NO) en macrofagos J774A.1 estimulados
(070 I S SO PO U PO PPRPPPROTRO 18
4.5.1.1. Determinacion de Viabilidad de macro6fagos tratados con el sélido aislado (BCD) por el
ensayo de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-difeniltetrazol (MTT) ...cccoovveevievcieeee e, 18
4.5.1.2. Determinacion de OXido NILFICO .........coeueveveveveeeieeeeeeececeeee ettt ss st sesesenas 19
4.6. Actividad de BCD sobre cancer en modelo in VITFO ........coceevieriiiniienieiieeiee e 20
4.6.1. Evaluacion de la actividad citotoxica de BCD sobre lineas celulares de cancer ................... 20
R AN o (Y To F= Yo =T gL R0 Do F= T | (SRS 23
Capitulo 5. Perspectivas fULUIES ..........coouii ittt ettt esae e e tr e e s te e e s aveeeenneeens 23
Capitulo 6. CONCIUSION........cociiiecieeee e st s e e e ta e e st e e e s tbeeeabeesateeesnteeensseeans 23

27101 1ol -V - NPT 24



Capitulo 1. Introduccion

Los medicamentos sintéticos tienen un papel relevante en la salud de las poblaciones humanas, se reconoce
que han contribuido en aliviar el dolor, y controlar diversas enfermedades. Dentro de los medicamentos
sintéticos, los grupos terapéuticos de mayor consumo son los antibiéticos, medicamentos cardio y
cerebrovasculares, asi como los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), donde estos
ultimos tienen gran relevancia debido a su uso y a que estan fuertemente asociados a una variedad de efectos
adversos que a la larga perjudican o empeoran la calidad de vida de los pacientes, particularmente, cuando
estos son administrados durante periodos prolongados de tiempo. Estudios demuestran la presencia de
Ulceras gastricas y duodenales en 24% de los pacientes con artritis reumatoide en tratamiento con AINEs,
asi como una tasa de mortalidad asociada con el uso de AINEs de alrededor de 5.6%, equivalente a 15,3

muertes por cada 100,000 pacientes (Vergara, N. 2017).

La inflamacion es un padecimiento originado por la presencia de un agente patégeno o por la estimulacion
de agentes externos que generan una lesion tisular (traumaticos, toxicos, autoinmunes, etc) (Vega, G. 2008).
Siendo la inflamacidn uno de los temas de mayor interés en la clinica debido a que se presenta en diversas
enfermedades, tales como, la diabetes, el lupus, la artritis, el cancer etc. Donde el cancer se caracteriza por
ser una enfermedad multifactorial que puede surgir en cualquier tipo de células y érganos, ademas es una
de las principales causas de muerte pues en el afio 2020 se estimaron casi 10 millones de fallecimientos en
el mundo, siendo el cancer pulmonar, colorrectal, hepatico, gastrico y de mama los que causan un mayor
namero de fallecimientos a nivel mundial. Esta enfermedad involucra como una de sus caracteristicas a la
presencia de inflamacién, por ello, es necesario continuar la busqueda de compuestos con actividad
antiinflamatoria y citotoxica sobre cancer, esperando que ayuden a reducir los efectos adversos, esto a partir
de productos naturales siendo México uno de los paises donde las plantas medicinales constituyen uno de
los principales recursos terapéuticos, convirtiéndolo en una fuente primordial para la obtencién de nuevos

farmacos (Hernandez, V et al., 2018).

Ranunculus petiolaris, pertenece a la familia Ranunculaceae es conocida comunmente como “Pata de leén
0 Amazote”, es una especie comun en los bosques de pino y encino de la Sierra madre y es de facil

reconocimiento debido a sus flores de llamativo color amarillo (Hanan, A & Mondragon, J, 2019).

En la actualidad no existen informes acerca del estudio de esta planta en ningtin ambito, por ello, el objetivo
de este proyecto de servicio social fue llevar a cabo la recoleccion, identificacién y evaluacion de actividad
antiinflamatoria y/o citotdxica de los extractos, fracciones y compuestos presentes en R. petiolaris que sean

potencialmente viables para el desarrollo de nuevos medicamentos.



Capitulo 2. Marco tedrico

2.1. Inflamacién
La inflamacion es una respuesta del sistema inmunoldgico ante un dafio en el organismo. Este dafio puede

ser causado por diversos factores, como los de naturaleza mecanica (por un golpe o fractura), infecciosos
(por alguna bacteria o virus), o bien quimicos (por el contacto con alguna sustancia) (Marinovic, M. 2008).
La inflamacion se caracteriza por la presencia de calor, enrojecimiento, hinchazon y dolor.

De acuerdo con Buse y Bakris la presencia de la inflamacion puede contribuir al desarrollo de enfermedades
cronicas e incluso enfermedades cardiacas, autoinmunes y neurodegenerativas, entre otras (Buse, J &
Bakris, L, 2008).

2.1.2. Clasificacion de la inflamacion
La inflamacion puede clasificarse de acuerdo con los criterios que se muestran en la tabla 1. (Kumar, V et

al., 2010):

Tabla 1. Clasificacion de la inflamacion.

-Aguda: -Croénica:
Respuesta inmediata al Proceso prolongado en el - -

dafio, cuya finalidad es  cual hay destruccion de tejido

la liberacion de y un repetitivo intento de
mediadores en el area reparacion, su tiempo de
de lesion, su duracion duracion es prolongado.
es corta.
-Trasudado: -Exudado:
Caracterizada por la Hay presencia de liquido - -
presencia de liquido inflamatorio extravascular

extravascular con bajo con alto contenido proteico,

contenido proteico, lo que denota una gran
producto de la ligera permeabilidad en los vasos
permeabilidad vascular. sanguineos.
-Infecciosa: -Traumaticas. -Por irradiacion. -Por presencia de
Por bacterias, virus, -Térmicas: -Por exposiciones a cuerpos extrafos.
parasitos. Resultante de quemaduras o agentes quimicos -Por necrosis tisular.
congelamiento. ambientales.
-Focal: -Diseminada: - -

Producida en zonas y Resultado de la propagacion

6rganos especificos. de procesos inflamatorios

persistentes.




2.1.3. Tratamientos antiinflamatorios
En la actualidad existen diversos medicamentos usados para el tratamiento de la inflamacion, consisten en

tres grupos de agentes antiinflamatorios (Dominguez, L. 2012):

1. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
2. Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides
3. Farmacos modificadores de la enfermedad (FARMES)

Los tratamientos mas comunes son los AINEs, como ibuprofeno, naproxeno, aspirina, entre otros, estos
acttian disminuyendo el dolor y la inflamacién mediante la inhibicién de las ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1

y COX-2) asi como el bloqueo de la secrecion de mediadores proinflamatorios (Espinds, D et al., 2011)

Los glucocorticoides se caracterizan por poseer un potente efecto antiinflamatorio local esto debido a su
liposolubilidad (Cosio, B. 2005). Dentro de este grupo se encuentran la dexametasona, cortisona,

hidrocortisona, por mencionar algunos.

Por altimo, los farmacos modificadores de la enfermedad inhiben la secrecion de citocinas proinflamatorias
(Dominguez, L. 2012). Estos farmacos comparten acciones farmacoldgicas, asi como efectos adversos:

como la toxicidad gastrointestinal y renal (Gomez, H et al., 2011).

Aunado a lo anterior, también es recomendable llevar a cabo una dieta variada en frutas, verduras y granos
enteros, acompafiada a su vez de ejercicio regular y una reduccién del estrés para ayudar a reducir la

inflamacion (Smolen, J et al., 2011).

2.1.4. Efectos secundarios/adversos
Dentro del tratamiento de la inflamacién, las propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias de

los AINEs hacen que su prescripcion sea de las mas empleadas. Esta clase heterogénea de farmacos
incorpora diversos agentes inhibidores no selectivos, esto un problema, debido a que los AINES pueden
desencadenar un bloqueo de la COX-1 en el tracto gastrointestinal llegando a inhibir la produccién de
prostaglandinas en la mucosa pudiendo llevar a la ulceracién, perforacion e incluso sangrado digestivo,
ademas la evidencia cientifica sobre el incremento del riesgo cardiovascular con el uso de este tipo de
farmacos indica particularmente que el uso de inhibidores selectivos de la COX-2 ejercen efectos
cardiovasculares adversos, incluyendo aumento de riesgo de infarto del miocardio, insuficiencia cardiaca y

renal, asi como hipertensidn arterial (Batlouni, M. 2010).

En cuanto a los glucocorticoides existe evidencia cientifica que demuestra que el uso prolongado de este

tipo de farmacos provoca un gran numero de efectos secundarios, entre estos estd principalmente la



hiperglucemia y la hiperinsulinemia por el aumento de sintesis hepatica de lipoproteinas y triglicéridos
(Espinds, D et al., 2011).

Mientras que en el tratamiento con FARMEsS, estos se asocian con alteraciones hematoldgicas como
hemorragias, hematomas las cuales pueden poner en riesgo la vida de los pacientes. Algunos de estos
farmacos son: sulfasalazina, clorogquina, metotrexato, entre otros (OMS, 2018).

2.1.5. Tratamiento alternativo contra la inflamacion
En las ultimas décadas el interés por los compuestos antiinflamatorios de origen natural ha ido en aumento,

esto debido a que ofrecen multiples ventajas, tales como: baja incidencia de efectos adversos en relacion
con los antiinflamatorios convencionales (Gomez, H et al., 2011). Por lo que el presente trabajo propone
estudiar cientificamente a la planta Ranunculus petiolaris, la cual, ha sido empleada en la medicina

tradicional para aliviar el dolor e inflamacion de vientre (Gheno, Y. 2010).

El género Ranunculus abarca cerca de 400 especies de plantas de la familia Ranunculaceae, sobre todo

plantas perennes con flores blancas o amarillas como R. petiolaris (fig. 1), R. bullatus (fig. 2) y R.

alismifolius (fig. 3), por mencionar algunas.

Fig. 1. Planta fresca de R. petiolaris. Fig. 2. Planta fresca de R. bullatus.  Fig. 3. Planta fresca de R. alismifolius.

Imagenes tomadas de: http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/ranunculaceae/ranunculus-petiolaris/fichas/paginal.htm y
http://www.internatura.org/guias/plantas/boton_oro.html

2.2. Cancer
El cancer es una enfermedad multifactorial que puede surgir en cualquier tipo de células y 6rganos, dicha

enfermedad es una manifestacion de seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular: proliferacion
ilimitada, independencia ambiental para el crecimiento, evasion de la apoptosis, angiogénesis, invasion y
metastasis a diferentes partes del cuerpo (Hanahan, D & Weinberg, R, 2011), todas estas alteraciones
promueven de manera colectiva el crecimiento maligno de las células, ademas estas caracteristicas son

compartidas por la mayoria y quiza todos los tipos de tumores humanos.


http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/ranunculaceae/ranunculus-petiolaris/fichas/pagina1.htm

El cancer puede ser producido por diversos factores: fisicos (radiaciones ultravioletas y ionizantes),
quimicos (amianto, humo de tabaco, arsénico, etc). Adicionalmente, la incidencia de esta enfermedad
incrementa conforme al aumento de la edad de las personas, debido a la pérdida de eficacia de los
mecanismos de reparacion celular (PAHO, 2021).

2.2.1. Tratamientos contra el cancer
Los principales tratamientos suelen emplearse de manera individual o colectiva y comprenden radioterapia,

cirugia, inmunoterapia y quimioterapia. Esta Ultima se basa principalmente en el uso de farmacos
citotdxicos, es decir, sustancias quimicas con propiedades destructoras de células (Nygrem, P & SBU-group,
2001) y actua reteniendo o deteniendo el crecimiento de las células de cancer y asi reducir la carga tumoral.
El objetivo de este tratamiento es la inhibicién de la multiplicacion de tumores y la proliferacion celular,
evitando asi la metastasis (Muhammad, T. et al., 2023). Sin embargo, es un proceso con efectos toxicos

debido a que afecta también a las células normales.

2.3. Tratamiento alternativo contra el cancer
Durante varios afios el desarrollo y el uso de medicamentos quimioterapéuticos han sido de gran utilidad

para el tratamiento del cancer, sin embargo, los efectos adversos de estos son aln preocupantes debido a
que afectan de forma negativa al organismo; por ejemplo, la doxorrubicina, la cual es ampliamente utilizada
sola 0 en combinacion para el tratamiento de determinados tipos de cancer de tiroides y determinados tipos
de sarcomas 6seos o de tejidos blandos, causa toxicidad renal y cardiaca, otro agente quimioterapéutico
comun es el 5-fluorouracilo usado para tratar diferentes tipos de cancer como el de mama, piel, estomago,
pancreas y esofago (garganta) al cual se le atribuyen efectos secundarios como: cardiotoxicidad y
mielotoxicidad (Desai, A et al., 2008). Debido a que los fArmacos utilizados en la quimioterapia no son
selectivos ante células sanas, existe un interés cientifico en la blsqueda de farmacos con menos efectos
adversos, con la finalidad de causar un impacto positivo en el tratamiento de los pacientes con cancer, por
lo cual se han estudiado, identificado y aislado ciertos compuestos derivados de plantas que poseen actividad
citotoxica a células cancerigenas, induccion de apoptosis e inhibicion del crecimiento celular (Kooti, W et
al., 2017). Tal es el caso de los alcaloides de la vinca, epipodofilotoxinas, taxanos y derivados de
camptotecina como cuatro tipos de agentes citotoxicos empleados para el tratamiento contra el cancer
(Kuruppu, A et al., 2019).



2.4. Generalidades de Ranunculus petiolaris
R. petiolaris es una planta con una amplia distribucion en México, con registro en diversos estados como

San Luis Potosi, Chiapas, Puebla, Michoacan, Morelos, etc. Es comln en los bosques de pino y encino de
la Sierra madre, asi como en regiones templadas, generalmente con vegetacion dominada por pastos. Se
desconoce su origen, sin embargo, también se encuentra con distribucion al suroeste de Estados Unidos
hasta el noroeste de Sudamérica, es conocida comunmente como “Pata de ledbn o Amazote” y es usada en la
medicina tradicional para aliviar el dolor e inflamacién de vientre (Gheno, Y. 2010).

El crecimiento de esta planta perenne puede alcanzar hasta los 80 cm de largo y es de facil reconocimiento

debido a sus flores de llamativo color amarillo (Hanan, A & Mondragén, J, 2019).

2.4.1. Clasificaciéon Taxon6mica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ranunculales
Género: Ranunculus

Especie: petiolaris



Justificacion

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de la medicina moderna debido a que son fuente de un gran
nimero de moléculas con una amplia variedad estructural y, ademas, muchas de estas poseen actividad
bioldgica. La investigacion en productos naturales tiene como propo6sito principal generar conocimiento que
permita la identificacion y obtencion de principios activos, asi como evaluar su uso como alternativa
terapéutica, para el tratamiento de diversas enfermedades con especial énfasis en la inflamacion, la cual esta
involucrada en la mayoria de las afecciones, tales como céancer, diabetes, etc. Es asi como el presente
proyecto contribuye a la generacion de conocimiento relacionado a la identificacion, aislamiento,
purificacion y elucidacion de la estructura, de los metabolitos secundarios de R. petiolaris con actividad

antiinflamatoria y citotéxica.



Objetivos

Objetivo general

Aislar el o los principios activos con actividad antiinflamatoria y/o citotoxica de R. petiolaris a traves de un

estudio biodirigido y determinar su mecanismo de accion.

Obijetivos especificos

e Obtener los extractos de diclorometano y metanol de las partes aéreas de R. petiolaris.

e Determinar la actividad antiinflamatoria y citotoxica de los dos extractos.

e Separar el extracto con mayor actividad por cromatografia en columna y evaluar la actividad
antiinflamatoria y citotdxica de las fracciones obtenidas.

e Aislar el 0 los compuestos activos.

o Elucidar la estructura de los principios activos.

o Determinar el efecto del compuesto activo sobre la viabilidad en macréfagos.

e Cuantificar la produccién de mediadores en macréfagos estimulados con LPS.

e Determinar la citotoxicidad del compuesto en células cancerigenas.



Capitulo 3. Metodologia

3.1. Colecta de la planta Ranunculus petiolaris
R. petiolaris fue colectada en el estado de San Luis Potosi, México, en la carretera San Luis Potosi a Rio

Verde, Ejido San Francisco. Se realizo la poda ecoldgica de las partes aéreas de la planta (flores, hojas y
tallos). La planta fue autentificada por el M. en C. Gabriel Flores y un espécimen se deposit6 en el Herbario
de la Universidad del Estado de Morelos (HUMO 37539).

3.2. Preparacion de los extractos de diclorometano y metanol
Las partes aéreas de R. petiolaris se dejaron secar a la sombra a temperatura ambiente, posteriormente fue

molida. La extraccion del material vegetal se realiz6 por maceracién con dos disolventes distintos:
diclorometano y metanol, utilizando 20 g de planta molida para cada extracto y 200 mL del respectivo
disolvente (diclorometano y metanol) durante 3 dias. Después la mezcla se filtré y el disolvente se elimin6

a presion reducida en un rotavapor para obtener los extractos.

3.3. Separacion de las fracciones del extracto con mayor actividad
El extracto con mayor actividad bioldgica fue separado por cromatografia en columna abierta empacada con

silica gel 60, como fase estacionaria, y como fase mévil hexano, aumentando la polaridad con acetato de
etilo. A las fracciones resultantes de esta separacién se les realizd una cromatografia en capa fina con el
objetivo de juntar las que presentaban el mismo patrdn. En las fracciones obtenidas donde se precipitaron
solidos, se elimind el disolvente por decantacion y posteriormente los sélidos se lavaron con hexano y se

filtraron.

3.4. Evaluacion bioldgica

3.4.1. Modelo in vivo

3.4.1.1. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema auricular
en raton inducido por 13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol (TPA)
Se usaron ratones macho, especie: Mus musculus, cepa: CD-1 con un peso promedio de 20-25 g,

proporcionados por la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) de

la Universidad Auténoma Metropolitana unidad Xochimilco.

Se formaron cuatro grupos de 8 animales cada uno; positivo, negativo, extracto de diclorometano y extracto

de metanol. Para inducir la inflamacion se administré una dosis de 2.5 g de TPA disueltos en acetona, en



la oreja derecha de cada ratdn, treinta minutos después de la aplicacién se administraron por via tdpica, en

la oreja derecha, los tratamientos a cada grupo:

1. Control positivo: se utilizé indometacina (2 mg/oreja).
2. Control de prueba: extracto de diclorometano (2 mg/oreja).
3. Control de prueba: extracto de metanol (2 mg/oreja).

Después de seis horas los ratones se sacrificaron y se horadaron ambas orejas de cada raton en circulos de
6 mm de diametro. Las orejas se pesaron y la diferencia de peso entre la oreja derecha e izquierda se tomé
como expresion del edema, calculando asi el porcentaje de inhibicion de los animales tratados con respecto

al grupo control, empleando la formula 1 (Williams & Topham, R, 2007);

o (Ct — CO)control — (Ct — CO)tratado
%inhibicion = (Ct = CO)control x100

Formula 1. Para determinar el porcentaje de inhibicion de la inflamacién en el modelo de edema auricular de ratén inducido con TPA. Donde
Ct=Peso del tejido horadado de la oreja tratada (derecha), CO= peso del tejido horadado de la oreja sin tratamiento (izquierda), control=
control negativo (administrado Gnicamente con TPA) y tratado= grupo tratado con indometacina o con el extracto.

3.4.1.2. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo de las fracciones del
extracto con mayor actividad biologica
Las fracciones resultantes en la separacion por cromatografia en columna del extracto con mayor actividad

se evaluaron en el modelo de edema auricular en ratén inducido por aceite de crotén con una dosis de 50 g
en la oreja derecha de cada raton. Con base en la estadistica de los resultados obtenidos, se determiné la

fraccién con mayor actividad antiinflamatoria.

3.5. Obtencion de solidos a partir de las fracciones
En la fraccion activa se obtuvo un solido (BCD), el cual se filtro, y se purifico mediante lavados con hexano

y tratamiento con carbon activado para eliminar impurezas, se obtuvo el punto de fusion y se realiz6 el

analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para la elucidacién de su estructura.

3.6. Modelos in vitro

3.6.1. Cultivo celular de macréfagos
Se emplearon macréfagos J774A.1 (macréfagos de murino), los cuales se crecieron en Medio Eagle

Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), y antibidtico (2
U/mL de penicilina y 20 pg/mL de estreptomicina) incubando a una temperatura de 37° C en una atmosfera
de 5% de CO..
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3.6.2 Determinacion de la produccion de 6xido nitrico (NO) en macréfagos J774A.1
estimulados con LPS

3.6.2.1 Determinacion de Viabilidad de macréfagos tratados con BCD por el
ensayo de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-difeniltetrazol (MTT)
Las células se lavaron con 1 mL de buffer de sales de fosfato (PBS) y después se agregaron 500 pL de una

solucion de tripsina 0.05%, y se dejo por cinco minutos a 37 °C y 5% de CO.. Después, se adicionaron 500
pL de medio (DMEM) posteriormente, los macréfagos fueron centrifugados a 5000 rpm durante cinco
minutos. Posteriormente el sobrenadante se elimind y el paquete celular se resuspendi6 en 1 mL de DMEM.
Los macrofagos se contaron en una cdmara de Neubauer para resembrarlas en cajas de 96 pozos (5000
celulas /pozo) y se incubaron a 37 °C y 5% de CO- durante 24 horas para permitir su adherencia.
Posteriormente los macréfagos fueron tratados con diferentes concentraciones de BCD (1-200 pg/mL), el

grupo control (macréfagos sin tratamiento) se tomd como referencia del 100% de viabilidad.

Los macrofagos tratados se incubaron a 37 °C y 5% de CO, durante 24 horas. Posteriormente se agregaron
10 pL por pozo de una solucion de MTT (5 mg/mL), se dejé incubar la placa de 1 a 2 horas hasta la
formacion de cristales de formazan. Enseguida, se retird el sobrenadante y se afiadieron 100 pL de Dimetil
Sulféxido (DMSO) para solubilizar los cristales de formazén a temperatura ambiente. Posteriormente se
determind la densidad Optica en un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm (Mosmann, T.

1983). El porcentaje de viabilidad se obtuvo con la siguiente formula:

Densidad optica de células tratadas

%viabilidad = 100

p P p; X
Densidad optica de células control
Formula 2. Para determinar el porcentaje de viabilidad.
Con la viabilidad calculada de los macréfagos tratados con BCD se determind la concentracion de BCD

usada para la determinacion de éxido nitrico.

3.6.2.2. Determinacion de 6xido nitrico (NO)
Se sembraron macréfagos en placas de 6 pozos a una densidad de 200,000 células por pozo. Se usaron 4

pozos, para cada grupo. Los grupos formados fueron los siguientes: Grupo basal (sin tratamiento, solo
DMEM), Grupo LPS (3 pg/mL de LPS), Grupo dexametasona (5 pg/mL y 3 pg/mL LPS), Grupo BCD (50
po/mL y 3 pug/mL LPS). Las células se dejaron incubar por 24 horas. Posteriormente se aplicaron los
tratamientos: grupo dexametasona, grupo BCD y al grupo basal se le coloco solo DMEM, 2 horas después
se aplico el lipopilisacarido (LPS) en: grupo BCD, grupo dexametasona y grupo LPS y se dejaron incubar
por 24 horas. Al terminar el periodo de incubacion se colectaron los sobrenadantes en una placa de 96 pozos
colocando 100 uL de sobrenadante de cada grupo (Basal, LPS, Dexametasona y BCD), posteriormente a

cada pozo se le agregaron 100 pL de reactivo de Griess. La placa se incubé a 37° C durante 30 min, una vez

11



transcurrido ese tiempo se determinaron las absorbancias en un lector de ELISA a 540 nm. El porcentaje de
NO de cada grupo se calculé a partir de considerar el 100% al grupo de LPS.

3.6.3. Evaluacion de la actividad citotéxica de BCD sobre lineas celulares de cancer

3.6.3.1. Cultivo celular de MCF-7, HCT-15y HelLa
Las lineas celulares utilizadas fueron: MCF-7 (cancer de mama), HCT-15 (cancer colorrectal) y HelLa

(cancer cervicouterino). Las células se sembraron en Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), y antibi6tico (2 U/mL de penicilina y 20 pg/mL de

estreptomicina) incubando a una temperatura de 37° C en una atmosfera de 5% de CO..

3.6.3.2. Evaluacion de citotoxicidad por ensayo de MTT
Se emplearon tres lineas celulares de cancer: MCF-7, HCT-15 y Hel a, estas fueron sembradas en una placa

de 96 pozos a una densidad de 5000 células por pozo, dejandolas incubar a 37° C y 5% de CO, durante 24
horas para permitir su adherencia. Posteriormente se formaron los grupos de estudio: grupos de prueba:
células tratadas con BCD a diferentes concentraciones (200, 100, 50, 25, 12.5y 1 pg/mL) y grupo control:

células sin tratamiento, sélo vehiculo.

Las células tratadas se incubaron a 37° C y 5% de CO; durante 48 horas. Posteriormente se agregaron 10
ML de una solucion de MTT a una concentracion de 5 mg/mL. Se dejo incubar la placa de 1 a 2 horas hasta
la formacion de cristales de formazan. Enseguida, se retiro el sobrenadante y se afiadieron 100 pL de DMSO
para solubilizar los cristales previamente formados. Finalizado el procedimiento se determiné la densidad
Optica en un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm (Mosmann, T. 1983). El porcentaje de

citotoxicidad se obtuvo con la siguiente formula:

% inhibicion de crecimiento celular = 100 — % de viabilidad

Foérmula 3. Para determinar el porcentaje de citotoxicidad.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado con n=7. Con los valores obtenidos se calculd, mediante un analisis
de regresidn lineal, la concentracién necesaria para inhibir el crecimiento del 50% de la poblacion celular
Clso.
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3.7. Actividad antioxidante

3.7.1. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo de ABTS (&cido
2,2'-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfonico)
Se prepararon soluciones de ABTS 7 mM vy de persulfato de potasio 2.45 mM como agente oxidante. Se

mezclaron volimenes iguales de las dos soluciones y la mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente

en ausencia de luz durante 12 horas.

En una placa de 96 pozos se colocaron 180 pL de ABTS, se dej6 incubar la placa durante 20 minutos a
temperatura ambiente y en ausencia de luz, pasado ese tiempo se colocaron 20 pL de BCD a diferentes
concentraciones (100-1.56 pg/mL) disuelto en metanol, asi como 10 pL de Trolox (40-0.62 pg/mL),
también disuelto en metanol. La absorbancia se determin6 a 734 nm después de 10 minutos a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. La curva estandar de Trolox fue lineal entre 0-31.2 pg/mL (Palacios, J et al.,
2014).

3.7.1.2. Ensayo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
El ensayo se realizd con base en el método de Chanda y colaboradores con algunas modificaciones. La

mezcla de reaccion contenia 100 uL de BCD y 100 pL de DPPH 0.208 mM, ambos disueltos en metanol
(7.8-125 pg/mL). La decoloracion se midio después de 20 minutos en ausencia de luz a una longitud de 490

nm. Para los calculos, se traz una curva de calibracion de Trolox (0-31.2 pg/mL) (Chanda, S et al., 2011).
La capacidad de captacion de radicales (ABTS y DPPH) de las muestras se calculé empleando la siguiente
formula (Palacios, J et al., 2014):
o L . (Ac — As)
%actividad de eliminacion de radicales = — x100

Formula 4. Para determinar el porcentaje de actividad de la eliminacién de radicales (ABTS y DPPH), donde Ac=absorbancia del control,
As=absorbancia en presencia de las muestras. Se emple6 metanol como blanco. Ambos ensayos se realizaron por triplicado.

3.8. Analisis estadistico
Los valores experimentales se expresan como la media * la desviacion estandar de al menos 3 experimentos.

Los datos se analizaron mediante un analisis de la varianza (ANOVA) para determinar la significancia

estadistica se empled el nivel de p>0.05. En andlisis estadistico se realizé en Excel.
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Capitulo 4. Resultados y discusion

4.1. Preparacion de los extractos de diclorometano y metanol
En la tabla 2 se presentan los rendimientos obtenidos de los extractos de diclorometano y metanol.

Extracto % Rendimiento (m/m)
Diclorometano 1.635
Metanol 13.785

Como se muestra en la tabla 2, se obtuvo un mejor rendimiento en el extracto mas polar (metanol) donde se
observa una proporcién 10 veces mayor al obtenido con el extracto de diclorometano. Sin embargo, con el
fin de conocer la bioactividad de ambos extractos, se evalud su actividad antiinflamatoria en el modelo de

edema auricular en raton.

4.2. Modelos in vivo

4.2.1. Evaluacién antinflamatoria in vivo de los extractos de diclorometano y metanol
La actividad antiinflamatoria de los extractos de diclorometano y metanol se determin6 en el modelo de

edema auricular de raton inducido con TPA, los porcentajes de inhibicion de ambos extractos se muestran
en la tabla 3. Los valores se determinaron a través de un andlisis de varianza (ANOVA) para identificar

cuales mostraron diferencias estadisticamente significativas con el control positivo (indometacina).

Tratamiento % de inhibicion de la inflamacion + EE
Indometacina 43.37 £6.20
Extracto de diclorometano 37.06 +8.02
Extracto de metanol 34.24 +3.18
Media + EE (n=8). *Existen diferencias estadisticamente significativas comparadas con el grupo control (Indometacina) (p>0.05). Resultados de
ANOVA.

Con base en los resultados de la tabla 3, se decidi6 continuar el estudio con el extracto de diclorometano.

En ambos extractos no existe diferencia significativa en comparacion con el grupo control.

14



El TPA es un éster de forbol extraido del aceite de Croton tiglium, ha sido empleado como agente
proinflamatorio, debido a que posee propiedades irritantes y promotoras de tumores (Vahatupa, M et al.,
2019); induce la inflamacion desencadenando vasodilatacién, permeabilidad vascular, extravasacion y
edema (Moreno, C. 2013). Al inducir el edema auricular en oreja de raton mediante la aplicacion tépica del
TPA, la inflamacion que se produce esta mediada por la proteina quinasa C (PKC), la cual da pauta a la
formacion de la fosfolipasa A2, donde esta promueve la activacion del acido araquiddnico de las membranas
celulares, culminando con la activacion de lipooxigenasas y de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) induciendo de
esta manera la biosintesis de prostaglandinas, ademas de aumentar la produccion de radicales libres
(Zambrano, O et al., 2017). En consecuencia, es de gran importancia encontrar compuestos quimicos

capaces de inhibir a estos medidores pro-inflamatorios.

4.2.1.2. Separacion y evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo de las
fracciones del extracto con mayor actividad biologica
Se realizd una separacion biodirigida mediante una cromatografia en columna abierta del extracto de

diclorometano con el objetivo de identificar el compuesto activo. Se obtuvieron dieciséis fracciones en total,
posteriormente se les realizé una cromatografia en capa fina para agrupar aquellas que presentarén el mismo
patron, obteniendo seis fracciones que fueron nombradas de la letra A a la letra F, la tabla 4 presenta la

polaridad de la fase movil en que fueron colectadas.

Fraccion Polaridad de la fase movil
A 90:10 hexano/acetato de etilo
B 70:30 hexano/acetato de etilo
C 50:50 hexano/acetato de etilo
D 90:10 acetato de etilo/metanol
E 80:20 acetato de etilo/metanol

F 100 metanol
Los disolventes polares compiten eficientemente con las moléculas polares de la mezcla por los lugares
polares del adsorbente, es asi como puede llevarse a cabo el desplazamiento de componentes de acuerdo
con la afinidad del eluyente y asi obtener una separacién adecuada. Otros factores importantes que se
consideraron en esta separacion biodirigida fueron los colores, pues las mezclas de disolventes recuperadas
en la cromatografia en columna eran coloreadas y eso permitid la identificacion de las fracciones entre

columnas.

15



Fue asi como de las seis fracciones obtenidas, se evaluaron las actividades bioldgicas de las cuatro de
polaridades intermedias (B-E), en el modelo de edema auricular de raton empleando aceite de croton

disuelto en acetona como agente proinflamatorio.

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion antiinflamatoria de las fracciones

anteriormente mencionadas, mismos a los que se les realizé el ANOVA correspondiente.

Tratamiento % de inhibicion de la inflamacion + EE
Indometacina 85.89 +1.11
Fraccion B 74.54 +7.44
Fraccion C 55.52 + 7.86*
Fraccion D 80.98 + 4.26
Fraccion E 51.53 £ 7.65*
Media + EE (n=8). *Existen diferencias estadisticamente significativas comparadas con el grupo control (Indometacina) (p>0.05). Resultados de
ANOVA.

Como se observa en la tabla 5, las fracciones B y D tienen un porcentaje de inhibicién mayor en comparacion
con las fracciones C y E, ademas de no tener diferencias estadisticamente significativas en comparacién con

la indometacina.

Estos resultados permiten suponer que los compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria estan

presentes en las fracciones B y D.

4.3. Aislamiento y caracterizacion de solidos a partir de las fracciones
En cada una de las fracciones B, C y D, se obtuvo un sélido que presenta el mismo punto de fusién, entre

215-219° C, lo cual indica que no se trataba de un compuesto puro, sino de una mezcla de compuestos. Por
otro lado, se realiz6 un andlisis por cromatografia en capa fina donde se muestra que los sélidos B, C y D,
presentaron el mismo patron, empleando la misma polaridad del eluyente (5% metanol y 95% acetato de

etilo). Con base en este resultado se decidio juntar a los tres solidos y nombrarlo BCD.

Cabe mencionar que el rendimiento del sélido BCD aislado fue muy bajo, pues de 1.8 g de extracto se logré

separar unicamente 30 mg en cromatografia en columna abierta, lo que equivale a 1.56% de rendimiento.

El solido BCD se intentd purificar mediante lavados con hexano y posteriormente tratamiento con carbon

activado, sin embargo, al realizar el tratamiento con carbén activado se perdio una cantidad considerable
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del solido del 60% m/m. Por otra parte, tampoco pudo realizarse una separacion biodirigida mediante
cromatografia en columna abierta debido al bajo rendimiento del sélido en las fracciones.

Sin embargo, al sélido recuperado de los lavados con hexano y el tratamiento con carbén activado se le
determind los espectros de RMN para intentar elucidar la posible estructura de los compuestos.

4.4. Andlisis de los espectros de RMN
Los experimentos de RMN- *H y *C se obtuvieron en un equipo Agilent 600 DD2 con una sonda tipo

OneNMR, la muestra fue disuelta en CDCI; y se agregaron unas gotas de DMS-d6 para favorecer su
solubilidad. En la figura 4 y 5 se presentan ambos espectros.
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Figura 4. Espectro de RMN *H del sélido BCD.
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Figura 5. Espectro de RMN 3C del s6lido BCD.
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El andlisis de los experimentos muestra que el sélido es una mezcla de varios compuestos, sin embargo, se
observa la presencia de un compuesto mayoritario, cuyo perfil nos da indicios de la presencia de un
triterpeno. En particular, el experimento de **C muestra 30 sefiales de mayor intensidad; se observa la
presencia de un grupo carbonilo en 182.12 ppm; la presencia de dos carbonos sp? en 139.60 y 126.96 ppm
y que indica la presencia de una doble ligadura y que se confirma con la sefial 5.25 ppm en el experimento
de H. El carbono con desplazamiento en 80.38 ppm indica la presencia de un carbono base de oxigeno,
mientras que los carbonos que se encuentran entre 57 y 16 ppm corresponden a carbono alifaticos de los
anillos del triterpeno y que correlacionan con las sefiales de hidrogeno que se encuentran entre 2.5 y 0.5
ppm. Desafortunadamente, las impurezas y la poca cantidad de muestra que se obtuvo tanto para el analisis
biolgico como para el espectroscpico no permitieron realizar la completa identificacion del triterpeno ya

que es necesario realizar un analisis por RMN en 2D.

4.5. Modelos in vitro

4.5.1. Determinacion de la produccion de 6xido nitrico (NO) en macrofagos J774A.1
estimulados con LPS
4.5.1.1. Determinacion de Viabilidad de macrofagos tratados con el solido
aislado (BCD) por el ensayo de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-
difeniltetrazol (MTT)
La viabilidad de los macrofagos J774A.1 tratados con el s6lido BCD a concentraciones de 1 a 200 pg/mL

se muestra en la grafica 1. Se tomd como 100% viables a las células del grupo control (macréfagos sin

ningun tratamiento).

Los valores de la concentracién inhibitoria 50 (Clsg) obtenida para BCD fue de 140.64 + 3.17, con base en
este resultado, la concentracion utilizada para la determinacion de 6xido nitrico (NO) fue menor a la de la
Clso, ya que se requirié gque la viabilidad celular fuera mayor al 60%. Por lo que para BCD se utilizé una
concentracién de 50 pg/mL pues en la grafica 1, se puede observar que entre la concentracion de 50 pug/mL

y 100 pg/mL se encuentra el 50% de células vivas.
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Grafica 1. Viabilidad de Macréfagos J774A.1 tratados con BCD (Media + EE, (n=7) de al menos tres experimentos).
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La viabilidad celular es la cuantificacion del namero de células vivas en una muestra y en la actualidad

existen una variedad de ensayos in vitro para poder cuantificarlas.

Una prueba in vitro ideal para evaluar tanto la citotoxicidad como la viabilidad debe tener como
caracteristicas el ser simple, rapida, eficiente, segura, sensible, reproducible y sobre todo efectiva en la
medida de la poblacion celular viable y que no interfiera a nivel quimico o estructural con el compuesto a

evaluar (Anoopkumar, S et al., 2005).

El ensayo de MTT, es el ensayo mas empleado para medir la viabilidad celular al servir como indicador, ya
que evalua la eficacia de las enzimas mitocondriales de las células (Jessop, Z et al., 2017). En este ensayo
se mide la funcién metabdlica de las células presentes en un cultivo tras la exposicion a un compuesto; el
MTT es reducido por las células viables a formazan (cristales azul violeta, insolubles en agua) por accion
de las deshidrogenasas mitocondriales de la cadena respiratoria (Cortejo L. 2013). Como el formazan es
insoluble, queda atrapado dentro de las células vivas, y la cantidad producida de este compuesto es
proporcional al nimero de células viables. Para determinar el nimero de células se miden los valores de

absorbancia del formazan utilizando un espectrofotometro (Jessop, Z et al., 2017).

4.5.1.2. Determinacion de Oxido nitrico
El efecto antiinflamatorio in vitro de BCD se evalu6 en macrofagos J774A.1 estimulados con LPS.

En la gréfica 2 se muestran los porcentajes de NO producidos por macréfagos tratados con LPS. El grupo
LPS fue tomado como el 100% de produccion de NO, donde en este grupo las células solo fueron

estimuladas con LPS, sin colocarles ningun tratamiento.
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Gréfica 2. Porcentajes de produccién de NO generado por macréfagos estimulados con LPS. Media + EE (n=4). Existen diferencias
estadisticamente significativas comparadas con el grupo dexametasona*, LPS** y basal ***, (p>0.05). Resultados de ANOVA.
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Con base en la gréfica 2, se puede observar la produccion de NO en los grupos tratados con dexametasona
y con BCD (35.438% + 2.806% y 55.524% + 2.806% respectivamente) en comparacion con el grupo de
LPS (100%), el grupo tratado con dexametasona es similar a la del grupo basal (33.286% + 2.393%), sin
embargo, pese a que el grupo tratado con BCD no es del todo similar con estos grupos, se puede ver que
diminuy6 44.476% la produccion de NO, lo cual es favorable, pues demuestra un efecto antiinflamatorio.

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria en modelos in vitro se basa en la estimulacion de macréfagos
con LPS. Este agente es empleado para estimular a las células y asi inducir la produccién de mediadores,
tales como el dxido nitrico (NO) y algunas citocinas. EI LPS es un lipopolisacarido presente en la pared

celular de las bacterias Gram negativas (Tucureanu, M et al., 2018).

El NO participa en el origen y evolucion de trastornos inflamatorios de los pulmones, articulaciones e
intestino. Se sintetiza y libera en células endoteliales con la participacion de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), la cual convierte a la arginina en citrulina produciendo NO durante el proceso
inflamatorio. En presencia de estimulos como el LPS, los macréfagos tienen la capacidad de producir niveles
altos de NO, estos altos niveles inducen vasodilatacion en el sistema cardiovascular (Balaji, S & Ganesan,
K, 2021). Por lo tanto, la inhibicién de NO presenta un avance terapéutico relevante en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias (Sharma, J et al., 2007). Por ello con base en los resultados obtenidos, se intuye
que la actividad antiinflamatoria de BCD se debe a la disminucion de citocinas proinflamatorias como la
interleucina 1p (IL-1p), IL-6 y TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) y al posible incremento de la
produccion de IL-10, pues la IL-10 es una citocina antiinflamatoria capaz de inhibir la sintesis de citocinas

proinflamatorias, teniendo un importante papel regulador sobre la respuesta inmune.

4.6. Actividad de BCD sobre cancer en modelo in vitro

4.6.1. Evaluacion de la actividad citotéxica de BCD sobre lineas celulares de cancer
Se evalud la actividad citotoxica de BCD en tres lineas celulares de cancer: MCF-7, HCT-15 y HelLa a

diferentes concentraciones: 200, 100, 50, 25, 12.5, 1 pg/mL, como se muestra en las graficas 3, 4y 5
respectivamente. La Clso de BCD fue de 336.75 + 2.97 pg/mL para MCF-7, 312,96 + 4.22 yg/mL para
HCT-15y 275.50 £ 3.02 pug/mL para HeLa.

Con base en la gréfica 3, se puede observar una proporcionalidad entre la concentracion y el porcentaje de
citotoxicidad, pues a mayor concentracion la citotoxicidad aumenta, sin embargo, los resultados obtenidos
en las tres lineas celulares de cancer indican que el s6lido BCD carece de actividad citotéxica ya que las
Clso obtenidas con cada linea celular se encuentran fuera del rango establecido para considerar un sélido
citotoxico, pues de acuerdo con Instituto Nacional del Cancer de EE. UU (NCI) se menciona que un

compuesto puro tiene actividad citotoxica in vitro si el valor de Clso es de <4 ug/mL (Gregoriou, G et al.,
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2021). Aungue BCD no es un compuesto puro, este valor puede tomarse como referencia al tratarse de un

solido y no haber reportes de una Clso para sélidos aislados, ademas también puede considerarse como

referencia la Clso para considerar un extracto citotéxico, propuesta por Suffness y Pezzuto (Suffness, M &

Pezzuto, J, 1990), con una Clso < 30 ug/mL.
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Grafica 3. Concentraciones empleadas en la evaluacion citotéxica de BCD en MCF-7 (Media + EE, (n=7) de al menos tres experimentos).
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Gréfica 4. Concentraciones empleadas en la evaluacion citotéxica de BCD en HCT-15 (Media * EE, (n=7) de al menos tres experimentos).
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Gréfica 5. Concentraciones empleadas en la evaluacion citotéxica de BCD en HelLa (Media + EE, (n=7) de al menos tres experimentos).

Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, el cancer es una enfermedad presente en la vida de miles
de personas, ocasionando multiples muertes debido a que es una patologia en estudio y para la cual, en la
actualidad no hay una cura o tratamiento que sea 100% seguro y eficaz. Aunque si existen farmacos y
tratamientos que ayudan a paliar sus sintomas ademas de retener o detener el crecimiento de las células de

cancer y reducir la carga tumoral, resulta importante seguir buscando alternativas seguras y eficaces.

La citotoxicidad celular es definida como una alteracion de las funciones celulares basicas que originan
dafio 0 muerte a una célula, este dafio 0 muerte puede ser detectable mediante técnicas in vitro. Los ensayos
de citotoxicidad celular se utilizan generalmente para detectar si los compuestos de ensayo tienen efectos

directos en las células (Cortejo, L. 2013).

Algunos de los ensayos in vitro, empleados en diferentes reportes cientificos, para determinar la actividad
citotoxica de un extracto, compuesto o sélido son: el ensayo de azul de tripan, debido a que este es un
cromoforo con carga negativa que solo tifie las células con una membrana celular comprometida, lo que
indica la muerte celular (Jessop, Z et al., 2017), ya que al verse afectada la permeabilidad de la membrana
el tinte entra al citoplasma uniéndose asi a las proteinas intracelulares y se torna a un color azulado (Jain, A
et al., 2018).

Otro ensayo empleado es el ensayo de MTT, el cual se basa en la reduccidon de sales de Tetrazolio. En este
ensayo el MTT es reducido por las células viables a formazan (Jessop, Z et al., 2017), por lo cual se esperaria
gue en un ensayo de citotoxicidad el MTT sea reducido en pocas cantidades, pues esto es un indicativo de

que las células no se encuentran viables.
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4.7. Actividad antioxidante
La actividad antioxidante de BCD se midi6 mediante dos ensayos: DPPH y ABTS. Este compuesto tuvo un

efecto secuestrante de los radicales libres, con una Clso de 137.753 pg/mL para DPPH y 112.118 + 1.675
pg/mL para ABTS. Trolox que se utilizé como control positivo, presentd una Clso de 8.367 y 1.671 + 0.045
po/mL para DPPH y ABTS, respectivamente.

Es innegable que los radicales libres tienen un papel fundamental tanto en el desarrollo como en la
progresion de las células cancerigenas. Por ello, cualquier método que contribuya a disminuir su
concentracion en el organismo, asegurando asi una reduccion del estrés oxidativo, es una alternativa en la
prevencion de esta patologia, pues el estrés oxidativo es una de las principales causas de desarrollo de
mutaciones y dafios en el ADN, que puede desembocar, entre otras patologias, en el cancer (Campos, M.
2021).

Por ello, en los antioxidantes se puede encontrar una puerta a la investigacion de nuevos procesos de
prevencion y tratamiento de esta enfermedad, asi como de enfermedades cardiovasculares vy

neurodegenerativas.

Capitulo 5. Perspectivas futuras
Se recomienda obtener méas cantidad del compuesto BCD para poder realizar una purificacion de este y asi

elucidar la estructura del compuesto responsable de la actividad antiinflamatoria, ademas de realizar mas
pruebas in vivo e in vitro. Asi mismo seria pertinente realizar un perfil de composicion de BCD mediante

espectrometria de masas, ademas de determinar su mecanismo de accion.

También se recomienda trabajar con el extracto de metanol, debido a los resultados obtenidos en el modelo

de edema auricular en raton inducido por TPA, ademas de su buen rendimiento obtenido en la maceracion.

Capitulo 6. Conclusién
Con base en el andlisis de los resultados se determind, que tanto los extractos de diclorometano y metanol,

como las fracciones tienen actividad antiinflamatoria en el modelo in vivo, donde las fracciones B y D
cuentan con una mejor actividad en comparacion con las fracciones C y E, ademas se aisl6 el sélido BCD
de las mismas, en la especie de R. petiolaris. Asi mismo, se pudo comprobar que BCD carece de actividad
citotoxica en al menos tres lineas celulares de cancer y no presenta actividad antioxidante en los ensayos de
DPPH y ABTS. También fue posible determinar el efecto de este sobre la viabilidad en macréfagos. Lo
anterior da pauta a continuar con su investigacion, ademas de implementar mas modelos que permitan

determinar si posee otro tipo de actividad.
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