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Introduccién

La inflamacion es una respuesta del sistema inmune para reparar el dafio causado por
medios fisicos, quimicos y biolédgicos. La inflamacién puede ser aguda o crénica, segun su
duracién. El tratamiento prolongado con medicamentos antiinflamatorios convencionales
como los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) o antiinflamatorios esteroideos (AIES)
conlleva la presencia de efectos secundarios o colaterales, gue en algunos casos, puede
derivar en reacciones adversas graves como las Ulceras géstricas en el caso de los AINES
0 inmunosupresién en el caso de los AIEs. El uso de plantas medicinales como
fitomedicamentos puede resultar una alternativa terapéutica, siempre y cuando se
demuestre experimentalmente su seguridad y eficacia.

Por ejemplo, las plantas del género Stevia se caracterizan por su uso en la medicina
tradicional para el tratamiento de malestar estomacal, dolor moderado, o inflamacion por lo
que pudiera ser una alternativa al tratamiento de procesos inflamatorios, no obstante, Stevia
Origanoides ha sido poco estudiada.

Con base en lo mencionado, el objetivo de este proyecto de servicio social fue determinar
la actividad antiinflamatoria de Stevia origanoides.

La importancia de realizar este trabajo radica en la busqueda de productos naturales con
actividad farmacolégica antiinflamatoria. Asi mismo, la presente investigacion experimental

se podra utilizar para continuar investigaciones con S. origanoides.




Marco tedrico

Inflamacion.

Cuando se presenta un dafio en el organismo causado por medios fisicos, quimicos o
bioldgicos, la inflamacion resulta como una respuesta del sistema inmune para reparar el
dafo, presentando signos como dolor, calor, rubor y edema, ademas de pérdida de
funcionalidad cuando se trata de una inflamacién prolongada (Villalba, 2014). La
inflamacién se clasifica, de acuerdo con su duracién, en inflamacion aguda y crénica,
mientras que el primero es una respuesta benéfica, la inflamacién crénica puede provocar

dafio tisular (Campos-Xolalpa et al., 2017).

La inflamacion se clasifica de acuerdo a su duracion, exudado, etiologia, morfologicas y
localizacion:
1. Por la duracion:

a. Aguda: Respuesta inmediata al agente proinflamatorio cuya finalidad es
liberar mediadores de defensa del organismo en el area de la lesién, su
comienzo es rapido y dura poco.

b. Cronica: Es un proceso prolongado, hay destruccion tisular, inflamacién
activa y un repetitivo intento de reparacion.

2. Por el exudado:

a. Trasudado: Presenta liquido extravascular con bajo contenido proteico,
producto de un cambio en la permeabilidad vascular.

b. Exudado: Presencia de liquido inflamatorio extravascular con alto contenido
proteico, lo cual denota permeabilidad en los vasos sanguineos.

3. Por la etiologia:

a. Infecciosas: Por bacterias, virus, parasitos o por toxinas microbianas.

b. Traumatica: Golpes intensos con respuesta inmediata o tardia, como ocurre
con los esguinces o higromas.

Térmicas: resultantes de, quemaduras por calor o congelamiento.

d. Por exposicidn a agentes quimicos ambientales.




e. Necrosis tisular.
f. Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad a alergenos.
4. Por su morfologia:
a. Serosa: Acumulacion de liquido tisular.
b. Fibrinosa: Presencia de exudado con grandes cantidades de fibrindgeno.
c. Supurativa o purulenta: Produccion de exudados purulentos que consta de
leucocitos y células necroticas (Villalba, 2014).

Tratamientos de la inflamacion

El tratamiento con farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y corticosteroides es
bastante comun, sin embargo, los efectos adversos que causan pueden ser de importancia
médica (Pérez-Gutiérrez et al., 2012). Se ha demostrado que los AINEs como el acido
acetilsalicilico, diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y paracetamol tienen efectos
genotoxicos, toxicos y crénicos. En particular, tanto el paracetamol como el naproxeno, los
farmacos mas vendidos en México, son hepatotoxicos a dosis elevadas, el Ibuprofeno,
tercer lugar en venta libre (gréfica 1), es un genotdxico cuando se administran altas dosis
(Rodriguez-Anaya et al, 2015).
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Grafica 1 Venta anual de AINEs en Hidalgo, México, 2015.
(Rodriguez-Anaya et al, 2015).

La frecuencia de las reacciones adversas a medicamentos (RAMs) relacionadas con la
administracién de AINEs son mudltiples y variadas, las mas comunes son erupciones
cutaneas, prurito y edemas, no obstante, las Ulceras gastricas también significan una

reaccion adversa de importancia tras la administracion de AINEs (Rios-Quintana y Estrada-
Hernandez, 2018).




Los AINEs pueden alterar la mucosa gastrica, tienen efecto sobre la regeneracion celular,
disminuyen el indice de mitosis y de la sintesis de ADN en las Ulceras inducidas por AINES,
con lo que los mecanismos de reparacion tisular son defectuosos. Entre un 20 y un 30% de
los pacientes que toman AINEs desarrollan sintomas persistentes de la gastropatia por este

tipo de medicamento (Sebastian, 2002).

Plantas medicinales

México es un pais con una gran diversidad botanica y los remedios herbolarios de la
medicina tradicional mexicana son utilizados para tratar distintas enfermedades o sus
sintomatologias. Las plantas medicinales han sido una de las opciones viables empleadas
en México para la atencion a la salud a lo largo de los afios, siendo utilizadas para tratar en
su mayoria Inflamacién, dolor, nauseas, estrefiimiento, tos, resfriado, etc. (Uridstegui-Flores
y Villasefor-Franco, 2021).

Se utilizan las diferentes partes de la planta, segun sea la afeccion, lo mas comun es usar
las hojas, las flores, el tallo o la raiz. Las plantas se consumen directamente o pueden
prepararse como infusiones o en presentacion homeopatica. El uso de terapias
complementarias, que incluyen los remedios con plantas, es una practica comdn y continda
extendiéndose a nivel mundial, no obstante, generalmente se desconocen los principios

activos responsables de los efectos terapéuticos que se les atribuyen. (Guzman et al. 2017)

Plantas del género Stevia

Las plantas del género Stevia pertenecen a la familia Asteraceae, se caracterizan por su
uso en la medicina tradicional, diversos autores han reportado propiedades medicinales en
las especies de este género. Por ejemplo, el aceite esencial de Stevia serrata presenta
actividad antiinflamatoria (Pérez et al. 2019) y la Stevia rebaudiana presenta efecto
vasodilatador, diurético, cardioténico, antitumoral y antiinflamatorio en ensayos in vivo en
ratas y ratones (Gutiérrez, 2015). Se reportd que los extractos fendlicos de Stevia
origanoides, S. ovata y S. viscida presentan propiedades antioxidantes, contienen

flavonoides como quercetina y kaempferol (Medina-Medrano et al, 2019).




Stevia origanoides

Stevia scabridula o Stevia origanoides Kunth, es una planta endémica mexicana, se pueden
encontrar ejemplares en 27 estados del pais, entre ellos Michoacén, Morelos, Guerrero y
San Luis Potosi conocida también como burrillo o hierba del burro (Villagomez-Flores et al,
2018). S. origanoides es una planta herbacea perenne, tallo erecto, sublefioso, se
caracteriza por presentar un involucro cilindrico, uniseriado, formado por cinco bracteas que
rodean a cinco flores y aquenios cilindricos a fusiformes; por lo general con un vilano de
escamas, escamas y aristas, o coroniforme. S. origanoides se utiliza generalmente como

una infusion de sus partes aéreas para tratar la fiebre (Bello-Gonzélez et al, 2015).

En investigaciones de Cerda-Garcia-Rojas y colaboradores (1993), se reporta que el
extracto hexanico de las raices de S. origanoides contiene tres derivados de longipineno,
cuyas estructuras se establecieron mediante métodos espectroscépicos de infrarrojo y
resonancia magnética nuclear. Asi mismo se ha reportado el aislamiento e identificacién de
tres lactonas sesquiterpénicas del tipo heliangolida del extracto cloroférmico de las partes
aéreas de Stevia origanoides, estas lactonas han sido identificados como eucannabinolida,

hiyodorilactona F y acetato de 19-O-eucannabinolida (Calderén et al, 1987).

Figura 1. Stevia origanoides
Nota. Adaptado de Plants of the World Online (2023).

Técnicas de extraccion vegetal

Los métodos de separacion dependen de las propiedades fisicas de los componentes de
una planta que permiten la obtencion de extractos y/o aceites esenciales.

Los métodos de separacion mas utilizados son los siguientes:




e Maceracion: Se refiere a la trituracion de compuestos botanicos, y su posterior
inmersién en algun disolvente a temperatura ambiente, ya que algunas plantas no
pueden someterse a altas temperaturas debido a su probable pérdida de principios
activos (Ruiz, 2020).

e Destilacion por arrastre de vapor: método de separacién utilizado para la extraer
aceites esenciales de alguna planta, en el cual el vapor pasa a través del material
vegetal separando los compuestos volatiles que contiene los aceites deseados y los
separa mediante condensacion (Ruiz, 2020).

e Percolacion: El material vegetal triturado es colocado en un percolador en contacto
con algun disolvente, se filtra el material vegetal por gravedad a través del
percolador y se colecta el extracto en otro contenedor. (Benitez et al., 2020).

Cromatografia

La cromatografia es un proceso donde los componentes de una mezcla, disueltos en una
fase movil, se van desplazando con diferente velocidad a través de una fase estacionaria.
Las cromatografias se pueden clasificar por la forma fisica de la fase estacionaria (Sgariglia
et al., 2010).

¢ Cromatografia en columna: consta de una columna cromatografica con la fase

estacionaria dentro de ella por la que eluye el disolvente, figura 2
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Figura 2 Cromatografia en columna
Nota. Adaptado de Sgariglia et al. (2010).

e Cromatografia en capa fina: la fase estacionaria se distribuye como una capa fina 'y

homogénea sobre un soporte plano de material inerte, figura 3.
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Figura 3 Cromatografia en placa

Nota. Adaptado de Sgariglia et al. (2010).

Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR): La fase mévil es liquida, su
funcién es llevar la muestra a través de la fase estacionaria, que puede ser sélida o
una pelicula liquida soportada en un sdlido inerte. Los componentes mas afines con
la fase estacionaria se desplazaran con menor velocidad que aquellos que
presentan mayor afinidad con la fase movil, figura 4
(Suarez y Morales, 2018).
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Figura 4. Cromatografia liquida de alta resolucion.

Nota. Adaptado de VIRESA. (2022).

Cromatografia de intercambio i6nico: se basa en el equilibrio de los iones de soluto
entre el disolvente y los sitios cargados de la fase estacionaria que cuenta con
intercambiadores aniénicos los cuales retienen a los aniones del soluto y con
intercambiadores catidnicos que retienen a los cationes del soluto, figura 5 (Garcia,
2017).
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Figura 5. Cromatografia de intercambio ionico.
Nota. Adaptado de Chegg (2023).
Cromatografia por afinidad: Se utilizan interacciones especificas entre un tipo de
moléculas de soluto y otras moléculas que se unen covalentemente a la fase

estacionaria, figura 6 (Garcia, 2017).
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Nota. Adaptado de Chegg (2023).

Cromatografia de gases: Un liquido volatil o un soluto gaseoso son arrastrados por
una fase movil gaseosa que circula sobre una fase estacionaria liquida que recubre

un soporte sélido, figura 7 (Garcia, 2017).
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Figura 7 Cromatografia de gases.

Nota. Adaptado de Uniiquim (2016).

Justificacion
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La investigacién sobre nuevas alternativas de tratamiento seguras y efectivas requiere de
la obtencion de nuevos compuestos de fuentes naturales que sirvan como base para el
desarrollo de nuevos farmacos con efectos terapéuticos antiinflamatorios y que su
administraciéon no cause tantos efectos no deseados como algunos medicamentos
tradicionales utilizados en la clinica. Es asi que este proyecto buscé el aislamiento de los

compuestos antiinflamatorios de los extractos organicos de Stevia origanoides.

Objetivo general

Aislar los principios activos antinflamatorios de Stevia origanoides y evaluar su mecanismo

de accion via inhibicion de fosfodiesterasas.

Objetivos especificos

1. Obtener los extractos organicos de las partes aéreas de Stevia origanoides en n-

hexano, diclorometano y metanol.

2. ldentificar el extracto con mayor actividad antiinflamatoria en el modelo in vivo de

edema auricular de ratén.

3. Fraccionar el extracto con mayor actividad por cromatografia en columna y evaluar

las fracciones en el modelo in vivo edema auricular de raton para determinar la

fraccion en donde se concentra la actividad antiinflamatoria.

4. Repetir el proceso hasta llegar al aislamiento del o los metabolitos secundarios

responsables de la actividad antiinflamatoria.

5. Caracterizar los principios activos determinando sus propiedades fisicas y

espectroscopicas y espectrométricas.
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6. Evaluar los metabolitos bioactivos como inhibidores de fosfodiesterasas en un
modelo in vitro.
7. Comparar el efecto a nivel enzimatico con el grado de interaccion metabolito —

enzima a través de un estudio de acoplamiento molecular “docking”.

Metodologia

Obtencion de los extractos organicos de S. origanoides

Las partes aéreas de S. origanoides se recolectaron en la carretera Rio verde en el estado
de San Luis Potosi, México, en septiembre del 2021, el material vegetal fue identificado por
el M. en C. Gabriel Flores Franco y un espécimen se depositdé en el Herbario de la
Universidad del Estado de Morelos (HUMO39820). El material vegetal se secd a
temperatura ambiente, a la sombra, y posteriormente fue molido en una licuadora eléctrica,
para obtenerse 250 g de material vegetal triturado. La extraccion del material vegetal se
realizé por maceracion a temperatura ambiente con 2.5 L de n-hexano, diclorometano y
finalmente con metanol durante 72 h. Después, la mezcla se filtr6 al vacio, y los extractos,
de diclorometano (EDM), hexano (EH) y metanol (EM), se concentraron en un evaporador
rotatorio a presion reducida y posteriormente se llevaron a sequedad evaporando el

disolvente restante en un bafio maria.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos en el modelo de edema
auricular de ratén inducido con 12-aceteto de-O-tetradecanoilforbol (TPA).

Para el experimento se utilizaron ratones macho cepa CD1, de un peso entre 20 g y 25 g,
obtenidos de la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio

(UPEAL) en la Universidad Auténoma Metropolitana unidad Xochimilco.

Se prepararon 4 muestras, diluyendo 20 mg de los tres extractos secos e indometacina, en
200 pL de su respectivo disolvente, la indometacina se disolvié en acetona. Se preparé una
solucion de TPA en acetona calculando 2.5 pg de TPA disueltos en 20 uL de acetona por
raton, se indujo la inflamacion administrando 10 pL en cada lado de la oreja derecha de los
ratones de los cuatro grupos (8 ratones por grupo) con una micropipeta, después de 30
minutos, se administraron 2 mg de extracto por oreja, aplicando 10 pL de los tratamientos

via tépica en ambos lados de la misma oreja, 4 h después de la administracion, se sacrificd
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a los animales por dislocacion cervical, se procedié a horadar ambas orejas de cada raton,
la oreja derecha, a la que se le indujo la inflamacion y la oreja izquierda que se utiliz6 como
referencia. Se repitid el experimento, para evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto
hexanico. Finalmente se realizd0 el analisis estadistico de los resultados obtenidos
calculando la desviacion y el error estandar de la diferencia de pesos entre las orejas de
cada raton. (Campos-Xolalpa et al. 2021). La férmula utilizada para obtener el porcentaje

de inhibicion de la inflamacion es la siguiente ecuacion.

. ., (N=T)
% de inhibicion = N x 100

Donde:

N = Promedio de las diferencias del peso de cada par de orejas (izquierda y derecha) del

grupo control negativo.

T = Promedio de las diferencias del peso de cada par de orejas del grupo administrado con

tratamiento o muestra de extracto.

Separacion y evaluacion de la actividad antiinflamatoria de las fracciones del extracto
activo.

Una vez identificado el extracto activo, se fraccionaron 100 mg de EDM por cromatografia
en columna, empacada con silica gel, utilizando como eluyente hexano, al cual se le
aumento la polaridad con acetato de etilo y metanol consecutivamente, se obtuvieron 14
fracciones, colectadas en volimenes de 150 mL cada una, mismas que fueron
concentradas en un evaporador rotatorio a presion reducida. Posteriormente se realizé una
cromatografia en placa a las 14 fracciones y aquellas que presentaron el mismo patrén de

elucién se juntaron.

Posteriormente, se evaluo la actividad antiinflamatoria de las 3 fracciones, fraccién B (FB),
fraccion C (FC) y fraccién D (FD) en un modelo de edema auricular de raton inducido por
aceite de croton, disolviendo 10 pL del aceite en 3.7 mL de acetona y aplicando 10 pL en
ambas caras de la oreja derecha de cada ratdn de los 4 grupos (8 ratones por grupo) para
inducir inflamacion, asi mismo, se prepararon muestras de las fracciones a evaluar
disolviendo 20 mg de cada fraccion seca en 200 pL de diclorometano, 30 minutos después

de administrar el aceite de crotdn, se administré una dosis de 2 mg por oreja via topica, 4
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h después de la administracion, se sacrific6 a los animales por dislocacion cervical para
encontrar la fraccion de EDM con la mayor actividad antiinflamatoria mediante el analisis
estadistico de los resultados obtenidos a partir de la diferencia de pesos del horadado

auricular de ambas orejas de los ratones.

La fraccidén FD del extracto de diclorometano presentd un precipitado sélido, este se filtr6 al
vacio y se secO en una estufa de vacio durante 24 h para posteriormente evaluar su
actividad antiinflamatoria en el modelo in vivo de edema auricular de raton inducido por
aceite de crotoén, disolviendo 10 uL del aceite en 3.7 mL de acetona, se aplico a cada ratén
2 mg de fraccion por oreja. Posteriormente se prepard6 una muestra del sélido de FD
disolviendo 20 mg del sélido en 200 L de diclorometano para posteriormente administrar
10 pL de la muestra a cada raton en la misma oreja. Posteriormente, se calcul6 su
porcentaje de inhibicion de la inflamacion obtenida mediante el andlisis estadistico de la

diferencia de pesos del horadado auricular de los ratones.

Evaluacion de la toxicidad aguda in vivo

Se utilizaron 25 ratones macho CD1 divididos en grupos de 5 ratones cada uno, se
prepararon distintas muestras de EDM para administrar a 4 grupos de ratones a dosis de
5000 mg/kg, 2500 mg/kg, 1250 mg/kg y 625 mg/kg respectivamente. El grupo restante se

utilizé como control. Cada muestra se preparé con EDM-PVP a una proporcién 1:3, tabla 1.

Tabla 1. Cantidades para la preparacién de muestras en toxicidad aguda.
Dosis de la muestra Cantidad de EDM Cantidad de PVP
(mg/kg) (mg) (mg)

5000 750 2250
2500 375 1125
1250 187.5 562.5
625 93.8 281.4
313 47 141

Las muestras se preparararon disolviendo EDCL y PVP en 3 mL de diclorometano, una vez
preparada la mezcla, se llevé a sequedad en un evaporador rotatorio a presion reducida y
posteriormente se dejo en la estufa de vacio por 24 h, trascurrido este periodo, se agrego

a cada muestra solucién salina como vehiculo (0.6 mL) y se disolvi6 completamente.
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Posteriormente, se administré a cada ratén 100 pL de la muestra correspondiente via oro-
gastrica mediante una canula metélica. Una vez finalizada la administracion, se observo el
comportamiento de los animales una hora al dia durante 72 h, determinando si se
presentaba alguna anomalia en el comportamiento de estos, como mareo, dolor,

inmovilidad, contraccion estomacal, diarrea o0 muerte.

Evaluacion de la actividad antiulcerogastrica del extracto activo.

Se utilizaron 5 lotes de 8 ratones macho cepa CD1, de un peso entre 20 g a 25 g, obtenidos
de la UPEAL en la Universidad Auténoma Metropolitana unidad Xochimilco. 24 horas antes
del experimento, se les retird el alimento a los ratones. Un lote se administr6 con EDM a
dosis de 100 mg/kg, otro lote con 200 mg/kg. Al tercer lote, control positivo, se le
administraron 40 mg/kg de pantoprazol, al cuarto lote Gnicamente se administrd con etanol
y los ratones del lote 5 no fueron administrados. Después de 40 minutos, administraron a 4
grupos 100 uL de etanol, las administraciones fueron via oro-géastrica y 40 minutos después
se sacrificaron a los ratones por dislocacion cervical, y analizar el tejido de sus estbmagos
para observar el posible dafio causado por el etanol administrado, cuantificando el dafio

visible en forma de ulceras gastricas de diferentes tamafios o enrojecimiento del tejido.

Resultados

Obtencion de los extractos organicos de S. origanoides.

Se obtuvieron tres extractos organicos de S. origanoides, se pesaron en una balanza
analitica y se calcul6é el rendimiento de cada extracto a partir de la cantidad inicial de

material vegetal macerado, tabla 2.

Tabla 2. Cantidad y rendimiento de los extractos
Hexano Diclorometano Metanol
Peso del
3.3¢9 9.15¢ 5.25¢
extracto seco
Rendimiento del
1.32 % 3.66 % 2.1%
extracto
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El extracto de diclorometano result6 tener un rendimiento mayor que los otros dos extractos,
es decir, se obtiene una mayor cantidad de extracto organico de S. origanoides con

diclorometano que con hexano o metanol.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos.

La actividad antiinflamatoria de los extractos hexanico, de diclorometano y metandlico se
determin6 en el modelo de edema auricular en ratén inducido por TPA. Los resultados
obtenidos (tabla 3) muestran que el extracto hexénico no tiene actividad en este modelo y
que el efecto antiinflamatorio de los otros dos extractos es similar a la de la indometacina,
Por consiguiente, se eligi6 el extracto de diclorometano para separar sus componentes por

cromatografia en columna.

Tabla 3. Actividad antiinflamatoria de tres extractos de S. origanoides en el modelo de

edema auricular en raton inducido con TPA.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicién de la inflamacion

Indometacina Hexano Diclorometano Metanol

Porcentaje de
o 53.2% + 6.8 | 14.18% + 3.5* 54.99% + 5.5 54.72% + 4.8
inhibicién

Media + EE de dos experimentos independientes. n= 8. Diferencia significativa comparado con el
grupo control (*) p<0.05. p= 0.972.

Una vez realizada la cromatografia en placa de las 14 fracciones obtenidas de EDM, se
identificaron las fracciones que mostraran similitud en su composicion y se juntaron.

Resultaron 4 fracciones diferentes entre si (FA, FB, FC y FD) descritas en la Tabla 4.

Tabla 4. Mezcla de fracciones
Grupo de Fracciones de EDM que la _ _
) Concentracion de fraccion
fracciones componen
80% hexano — 20% acetato de
FA 1,2,3y4 .
etilo
60% hexano — 40% acetato de
FB 56y7 _
etilo
95% acetato de etilo — 5%
FC 8,9, 10y 11
metanol
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50% acetato de etilo - 50%
FD 12,13y 14
metanol

De las fracciones juntadas, se descarto utilizar la fraccion FA, al ser una fraccion poco polar,
con apariencia cerosa, por lo que deben ser acidos grasos. Los resultados obtenidos con
las fracciones FB, FC y FD en el modelo de edema auricular inducido con aceite de crotén
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de las fracciones activas
Indometacina FB FC FD

Porcentaje de
inhibicion 89.43% + 1.1 88.53% + 2.5 | 93.70% + 2.35 -

experimento 1

Porcentaje de
inhibicion 97.46% + 0.27 - - 97.34+0.3

experimento 2

Media + EE de dos experimentos independientes. n= 8. No se encontraron diferencias significativas

comparado con el grupo control p =0.206.

En latabla 5 se muestra que las fracciones FB, FC y FD mostraron actividad antiinflamatoria
comparadas con indometacina en ambos experimentos. De acuerdo con el analisis de
varianza, no hay diferencias significativas entre la actividad antiinflamatoria de las
fracciones y de indometacina.

El sélido hallado en la fraccion FD mostré un porcentaje de inhibicion de la inflamacion del
61.42 % + 6.2 comparado con un 71.42 % + 5.2 de inhibicibn de la indometacina.
Posteriormente, se realizaron mdltiples cromatografias en columna a EDM con el fin de
obtener una mayor cantidad del sélido de FD, sin embargo, la purificacién del sélido activo

no se llevé a cabo.

Evaluacion de la toxicidad aguda in vivo

Se evalué la toxicidad aguda de EDM en ratones. Durante 72 h después de la
administracién no se observd cambio en el comportamiento de los animales. una vez

transcurrido este periodo se sacrificaron los animales para observar el dafio en los 6rganos
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internos, bazo, higado, rifiones, intestinos y estbmago. Los cambios observados en estos

O6rganos se muestran a continuacion en la tabla 6.

Tabla 6. Toxicidad aguda in vivo

Dosis (mg/kg) 5000 2500 1250 625 Control
Ratones
0 0 0 0 0
muertos
Organos Presencia de daifi
Bazo SD SD SD SD SD
D D D D
Higado SD
5de5 4de5 4deb5 2deb5
D
Rifilones SD SD SD SD
lde5
D D D D
Intestinos SD
3deb5 2deb5 lde5 3deb
Estobmago SD SD SD SD SD

* SD: sin dafio comparado con el grupo control. D: dafio observado en comparacién con el grupo

control.

Debido a que todos los grupos presentaron dafio, se repitié el experimento, pero en esta

ocasion se prob6 una dosis mas baja, Tabla 7.

Tabla 7. Toxicidad aguda in vivo
Dosis (mg/kg) 2500 1250 625 313 Control
Ratones
0 0 0 0 0
muertos
Organos Presencia de dan
Bazo SD SD SD SD SD
D D D
Higado SD SD
4de5 3deb5 2deb5
Rifiones SD SD SD SD SD
D D D
Intestinos SD SD
2deb5 lde5 lde5
Estobmago SD SD SD SD SD
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* SD: sin dafio comparado con el grupo control. D: dafio observado en comparacién con el grupo
control.

La mayoria de las dosis probadas en estos experimentos resultaron toxicas, generando
dafios principalmente en el higado e intestino, con excepcion de la dosis mas baja, 313
mg/kg, grupo en el que no se encontré dafio de tejido en ninguno de los 6rganos analizados.
Por lo tanto, se puede inferir que a dosis menores de 313 mg/kg, EDM no es toxico.

Evaluacion de la actividad antiulcerogastrica del extracto activo.

Se estimé un porcentaje de tejido dafiado de cada grupo administrado, Figura 8, tomando
en cuenta la coloracion del tejido, el nimero y tamafio de heridas o Ulceras presentes en
los estdbmagos analizados visualmente, clasificAndolas como Ulcera pequefia, Ulcera
mediana o Ulcera grande, se asignd un porcentaje de dafio mayor a los estbmagos con
mayor numero y tamafio de Ulceras, asi como una coloracién diferente a la referencia del

grupo control, sin dafio.

Tejido danado

56%

=
ano
3

5 40 33.3%
S 30 I 550, 27.5%
£ - I
20
10
Etanol {-) Pantoprazol (+) 100 mglke 200 mg/ke

Figura 8. Porcentaje de tejido dafiado en los diferentes grupos.

El porcentaje de tejido dafiado fue similar en los tres grupos, 33.3% de tejido dafiado en el
grupo control positivo (pantoprazol), 25% de tejido dafiado al grupo de EDM dosis de 100
mg/kg y 27.5% de tejido dafiado al grupo de EDM dosis de 200 mg/kg. Los valores
obtenidos no presentan diferencias significativas de acuerdo con un analisis de varianza,
sin embargo, todas presentan menor porcentaje de tejido dafiado en comparacién con el

grupo control negativo.
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Discusién

La aplicacion de TPA en el tejido de la oreja del ratbn desencadena una cascada de
sefializacion que activa la proteina quinasa activada por mitbgeno (MAPK) p38, p44/42,
inhibidores de quinasas kB (IkB) y fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt (PI3K/Akt), que, a su vez,
fosforilan IkBa y p65, contribuyendo a la activacion del factor nuclear-kB (NF-«kB) y la
posterior induccién de Oxido nitrico sintasa (NOS) y ciclooxigenasa—2 COX-2. lo que
provoca inflamacion (Ching-Shu et al., 2007). Sin embargo, al ser inhibidos por un agente
antiinflamatorios como la indometacina, y los extractos organicos evaluados, se promovera
la inhibicion de la inflamacion. De acuerdo con los resultados sobre la actividad
antiiflamatoria en el modelo de edema inducido por TPA, los extractos de S. origanoides,
posiblemente estén inhibiendo la activacion de las MAPK lo que evita la inducciéon de NOS

y COX-2 disminuyendo la inflamacion en las orejas de los animales.

El etanol activa la transcripcion de muchos mediadores proinflamatorios, incluidos la
interleucina-6 (IL-6), la interleucina-1B (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
lo que propicia el dafio tisular y la formacion de Ulceras gastricas (Hiraganahalli y Evan,
2021). Lo anterior puede dar explicacion al dafio e irritacion observados en el tejido
estomacal de los animales administrados con etanol. En contraste, el pantoprazol inhibe la
secrecion &cida gastrica basal, de forma dosis-dependiente, mediante la inhibicion de la
bomba (H+, K+) ATPasa dependiente, forma enlaces covalentes en la membrana de las
células secretoras de acido gastrico (Palacios-Lara, J. et al., 2018). Esta inhibicion de la
bomba de protones podria ocurrir de igual manera con los extractos organicos de S.
Origanoides y asi evitar que se promueva dafio tisular en los ratones administrados con

etanol al inhibir la secrecién de acido clorhidrico.

Es de importancia tomar en cuenta que los extractos evaluados representan una mezcla de
compuestos, por lo que su actividad antiinflamatoria y antiulcerogastrica se podria deber al

posible sinergismo entre estos compuestos o0 al compuesto mayoritario de cada extracto.

Conclusion
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Los extractos de diclorometano y metano de Stevia origanoides tienen actividad
antiinflamatoria, a dosis menores de 313 mg/kg no es téxico. El extracto de diclorometano

presenta actividad antiulcerogastrica a una dosis de 100 mg/kg.

Perspectivas

La investigacion biodirigida realizada fue de importancia, ya que las propiedades
antiinflamatorias de los extractos organicos de S. origanoides no habian sido investigadas.
Sin embargo, debido a que no se aislé el o los compuestos responsables de la actividad
antiinflamatoria, no se pudo evaluar la actividad sobre fosfodiesterasas, se recomienda a
futuros investigadores continuar evaluando los extractos organicos de S. origanoides,
experimentar con el extracto metanolico y sus fracciones, evaluar la actividad
antiulcerogéstrica del extracto de diclorometano a dosis menores de 100 mg/ kg, purificar
el solido presente en FD, continuar los estudios biodirigidos para caracterizar los
compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria determinando sus propiedades
fisicas y espectroscopicas y espectrométricas, ademas, evaluar los metabolitos bioactivos
como inhibidores de fosfodiesterasas con el fin de comparar el efecto a nivel enziméatico

con el grado de interaccion metabolito — enzimas.
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