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1 INTRODUCCION.

El asma representa la enfermedad respiratoria cronica mas frecuente a nivel
mundial que se caracteriza por la presencia de episodios recurrentes de ataques
de tos, sibilancias, disnea y sensacion de opresion toracica. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que en el mundo hay 300 millones de personas
que padecen asma y en el afo 2019 se calculé que esta enfermedad provocé la
muerte de 455,000 personas, lo que representa un gran problema de salud
publica. En México se ha reportado un 8% de prevalencia promedio en la
poblacion, es decir que aproximadamente 8.5 millones de mexicanos padece de
asma y no fue hasta antes de la pandemia de COVID-19 que se posicionaba
como la primera causa de atencion en el Servicio de Urgencias del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) (Instituto Nacional de Salud
Publica, 2022; Organizacion Mundial de la Salud, 2023; Secretaria de Salud,
2022).

Alo largo de la historia el ser humano ha utilizado plantas o remedios herbolarios
para tratar muchas enfermedades, asi como para mejorar la salud, este potencial
medicinal es atribuido a la presencia de distintos fitoconstituyentes secundarios
en las distintas partes de las plantas. En la actualidad siguen siendo una fuente
importante de nuevos compuestos activos con potenciales efectos terapéuticos y
en el desarrollo de muchos farmacos utiles para las necesidades de atencion
primaria de salud (Abdel-Aty et al., 2019; Manik Sharma et al., 2017; Rashid
et al., 2017; Ullah & Algahtani, 2022).



2 JUSTIFICACION

El asma es una enfermedad respiratoria cronica que padecen muchos mexicanos
hoy en dia y cada vez su prevalencia va aumentando alrededor del mundo. Es
una enfermedad que no tiene cura y que si no es tratada adecuadamente puede
ocasionar la muerte, lo que la hace un gran problema de salud publica. En el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias el asma fue la primera causa
de atencion en el servicio de urgencias hasta antes de la pandemia por la
enfermedad por coronavirus 2019. Las plantas medicinales han sido utilizadas
desde hace mucho tiempo como tratamiento médico de distintas afecciones y
enfermedades, debido a las propiedades biolégicas que presentan sus
metabolitos secundarios. A pesar de los avances de la medicina moderna, la
gente utiliza tradicionalmente los productos naturales como una alternativa
potencial terapéutica para distintos padecimientos, incluidos trastornos
respiratorios como el asma. Es por este motivo que en el presente proyecto se
pretende trabajar con extractos organicos de distintas plantas medicinales y
evaluar tanto su efecto traqueorrelajante como antioxidante; determinar de
manera cualitativa su composicion quimica mediante un analisis fitoquimico
preliminar y fraccionar por cromatografia en columna abierta el extracto mas
activo, para en un futuro conocer los constituyentes biolégicamente activos que

confieren su actividad antiinflamatoria.



3 OBJETIVOS
3.1General.
Evaluar el efecto traqueorrelajante de cuatro diferentes extractos organicos en un

modelo ex vivo de traquea de rata.

3.2Especificos.

1. Recolectar y procesar las hojas de las diferentes plantas medicinales.

2. Obtener los extractos organicos usando disolventes de diferente polaridad.

3. Evaluar el efecto traqueorrelajante de las diferentes plantas en anillo de
traquea de rata.

4. Determinar la actividad antioxidante de los extractos vegetales con mayor
actividad traqueorrelajante.

5. Realizar un fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta

del extracto mas activo.



4 ANTECEDENTES

4.1 Asma

El asma es considerada una patologia crénica de las vias respiratorias ya que
generalmente persiste a lo largo del tiempo requiriendo un tratamiento continuo.
De acuerdo con la OMS vy el informe de GINA (Iniciativa Global para el Asma),
esta enfermedad afecta mundialmente a mas de 300 millones de personas y se
estima que ésta cifra aumentara a 400 millones de personas para el siguiente
ano, debido al incremento de la contaminacion ambiental ocasionada
principalmente por la actividad industrial. Esto representa un problema de salud
publica pues tan solo en el aino 2017 hubo 383,000 muertes por asma y en 2019
se calculé que esta enfermedad provocdé 455,000 muertes en el mundo (Cuevas-
Schacht et al., 2020; Franken Morales et al., 2021).

El panorama en nuestro pais de igual manera es preocupante pues segun cifras
del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), el 7.8 % de la poblacion
vive con asma cuya incidencia va en aumento, pues tan solo en el aio 2020 se
ubico dentro de las primeras 20 causas de enfermedad en México. (Comisién
Ambiental de la Megal6polis, 2018; Instituto Nacional de Salud Publica, 2022). El
servicio de urgencias del INER reporta que hay 8.5 millones de mexicanos que
padecen esta enfermedad y que previo a la pandemia por COVID-19, el asma
era la principal razén de consulta en los servicios; También mencionan que el
INER atendi6 del afio 2019 a febrero de 2020 a un total de 11,500 personas con
asma, de las cuales 3,226 acudieron a urgencias, 7,976 a consulta externa y solo

348 personas fueron hospitalizadas y dadas de alta (Secretaria de Salud, 2022).

4.1.1 Fisiopatologia
La GINA, 2023 define al asma como es una enfermedad heterogénea,
generalmente caracterizada por una inflamacién crénica de las vias respiratorias,
provocando que haya un estrechamiento de los bronquios (diametro interno

disminuye) y esto a su vez ocasiona que el flujo de aire que entra y sale de los
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pulmones se reduzca; También hay un aumento de la mucosidad vy
engrosamiento de la pared de las vias respiratorias, esto se asocia a los sintomas
que provoca el asma (principalmente de predominio nocturno) como lo son
dificultad para respirar, falta de aire, dolor u opresion en el pecho, sibilancias al
exhalar, tos, respiracion sibilante y disnea (Global Initiative for Asthma., 2019,
2023; Gobierno del estado de México, 2023).

La definicion del asma ha ido evolucionado constantemente a un concepto mas
complejo ya que hay gran variedad de células y productos celulares que juegan
un papel importante en la inflamacién, pues se interrelacionan y producen un
incremento en la reactividad de la via aérea; es decir que es causada por
mecanismos distintos (endotipos) con una variabilidad en la expresién clinica
(fenotipos). Otra de las caracteristicas fundamentales del asma es la
hiperrespuesta de las vias aéreas ante estimulos tanto exégenos como
enddégenos, que pueden ocasionar uno o varios de los sintomas previamente
mencionados (Larenas-Linnemann et al., 2017, 2021; Mazacén Mora et al.,
2020).

4.2 Plantas medicinales

Las plantas han sido la raiz principal de la medicina tradicional desde la
antigledad ya que el hombre las ha utilizado como terapia para la salud y hoy en
dia aun tienen un papel importante en la atencion primaria de la salud de la mayor
parte de la poblacion mundial, pese a los avances de la medicina moderna. Se
estima que en el mundo hay entre 300.000 y 315.000 especies de plantas, de las
cuales cerca de 10.000 especies vegetales se utilizan con fines medicinales, la
mayor parte en sistemas de medicina tradicional. El 75% de la poblacién mundial
principalmente constituida por paises en vias de desarrollo, consumen menos del
15% del mercado total de medicamentos, por lo que en los sectores mas
vulnerables de ésta poblacion las plantas medicinales representan una unica
alternativa terapéutica (Rojas et al., 2009; Ullah & Algahtani, 2022).



El potencial terapéutico que presentan las plantas medicinales se debe
principalmente a los metabolitos secundarios que éstas producen. Pino y
colaboradores (2017) mencionan que las plantas ademas de presentar un
metabolismo primario poseen un metabolismo secundario que les permite
producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos
compuestos derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos
secundarios, los cuales presentan numerosas propiedades biologicas
(antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, entre otros) y que a su vez se
utilizan en diversos productos para usos farmacéuticos (Ali Esmail Al-Snafi et al.,
2021; Khodja et al., 2023). La gente utiliza las plantas medicinales para el
tratamiento médico de diversos desordenes, entre ellos los respiratorios en los
que esta incluido el asma; ya que en estos desérdenes estan involucrados

diferentes mediadores inflamatorios (Saadat et al., 2022).

4.3 Taraxacum officinale
Comunmente conocido como diente de ledén, es una planta herbacea que
pertenece a la familia Asteraceae y que se encuentra en Europa, Asia y Norte
América. Se caracteriza por tener hojas dentadas y flores de color amarillo dorado
que florecen todo el afo. Debido a que es una planta muy comun por su facil
propagacion, ha sido utilizada como objeto de estudio desde tiempos antiguos
siendo una planta que tiene muchas propiedades medicinales, las cuales son
proporcionadas por los fitoquimicos presentes en las diferentes partes de la
planta. También se ocupa como ingrediente para la preparacion de distintos
platillos de comida, en especial las hojas debido a su alta concentracion de acidos

grasos, vitaminas y minerales (Di Napoli & Zucchetti, 2021).



4.3.1 Composicion fitoquimica reportada
Se han encontrado e identificado muchos fitoquimicos en las hojas, flores, tallos
y raices de la planta Taraxacum officinale, entre los mas importantes se

encuentran:

e Flavonoides como quercetina, crisoeriol, luteolin-7-glucésido) apigenina-7-
glucésido, isorhamnetina 3-glucdsido, luteolina-7-diglucdsido, quercetina-7-
glucésido y luteolina.

e Acidos fendlicos como acido cafeico, acido clorogénico y acido chicorico.

e Polisacaridos como inulina.

e Lactonas sesquiterpénicas o principios amargos como acido taraxinico,
taraxacoésido, 11B,13-dihidrolactucina, ixerina D, taraxacolida-O-f3-
glucopirandsido, lactucina y cichorina.

e Esteroles como taraxasterol, [-sitosterol, estigmasterol, y-taraxasterol,
homotaraxasterol y campesterol.

e Triterpenos como a-amirina, P-amirina, lupeol, taraxol, taraxaserol y
cicloartenol.

e Carotenoides como la luteina y la violaxantina.

e Cumarinas como esculina y escopoletina (Di Napoli & Zucchetti, 2021; Hu,
2018; Prajakta N. Dongare et al., 2021).

4.3.2 Actividades farmacolégicas
Taraxacum officinale tiene varias propiedades medicinales que ayudan en la
prevencion y tratamiento de distintas condiciones de salud, estas propiedades
incluyen actividad diurética, anticolitis, inmunoprotector, antiviral, antifungico,
antibacteriano, antiartritico, antidiabético, antiobesidad, actividad
antiinflamatoria, antirreumaticas, hepatoprotector, antioxidantes y
anticancerigenas (Hu, 2018; Prajakta N. Dongare et al., 2021). En el afio 2013
Liu y colaboradores demostraron el efecto de Taraxacum officinale en un modelo

de raton alérgico y se demostroé que induce un efecto protector al disminuir las



células inflamatorias en tejido de pulmén y células caliciformes presentes en la

hiperplasia de vias aéreas.

4.4 Laurus nobilis

La hoja de laurel es un arbusto o pequefno arbol de hoja perenne (es decir que
sus hojas permanecen verdes y funcionales durante todo el afio) perteneciente a
la familia Lauraceae. Es originaria de las regiones mediterraneas, aunque es
ampliamente cultivada en muchas partes del mundo debido a que sus hojas se
utilizan comunmente como ingrediente culinario en la preparacion de distintos
platillos y bebidas. A pesar de ser una planta aromatica también es considerada
una planta medicinal pues se han realizado estudios sobre su composicion
quimica y el potencial farmacolégico que presenta contra numerosas
enfermedades (Awada et al., 2023; Paparella et al., 2022).

4.41 Composicion fitoquimica reportada
Se pueden encontrar muchos compuestos bioactivos en la planta Laurus nobilis
donde los principales compuestos quimicos que muestran propiedades
bioactivas son (Awada et al., 2023; Khodja et al., 2023):

e Flavonoides como kaempferol, kaempferol-3-O-a-L-(3',4'-di-E-p-cumaroil)-
ramnésido, kaempferol-3-O-a-L-(2'-E-p-cumaroil)-ramndsido, kaempferol-3-
O-glucésido,  kaempferol-3-O-ramndsido,  kaempferol-3-O-(2',4”-di-E-p-
cumaroil)-ramndsido, kaempferol-3-O-arabindsido, isoquercitrina, luteolina,
quercetina-3-O-ramnésido, 3'-metoxiquercetina 3-O-glucopirandsido,
izovitexina-2'-ramndsido y rutina. 2'-dihidroxi-a, B-dihidrocalcon-a-O-
hexdsido, apigenina-6,8-di-C-glucésido, isorhamnetina-3-O-hexdsido,
kaempferol-3-O-rutindsido, luteolina-6-C -glucdsido, apigenina-8-C-glucosido
y apigenina-6-C-glucosido.



e Acidos fendlicos como &cido 3,4-dihidroxibenzoico, acido galico, &acido
vainilico, acido rosmarinico, acido cafeico, acido ferulico, acido cumarico y
acido 2-hidroxicinamico.

e Glucosidos fendlicos como 2-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-etil-O-3-D-glucdsido,
hexosido del acido 3,4-dihidroxibenzoico, hexosido del acido cumarico y 1-(2'-
hidroxifenil)-1- hidroxifenilpropano-a-O-hexésido.

e Flavonoles como catequina y cinamtanino B1, hexdsido de epicatequina, (+)-
catequina, (-)-epicatequina, epigalocatequina y metileugenol.

e Terpenoides como 10-epigazaniolida, gazaniolida, espirafolida, reynosina,
costunolida, santamarina, lauroxepina, deshidrocostus lactona, zaluzanina D

y acetato de (1R,4S)-1-hidroperoxi-p-menth-2-en-8-ol.

4.4.2 Actividades farmacoloégicas
Desde hace varios afios el laurel se ha utilizado en la medicina tradicional debido
a la presencia de distintos componentes quimicos, los cuales se han investigado
que poseen diversas actividades bioldgicas y farmacoldgicas incluyendo
propiedades antioxidantes, antibacteriano, antifungico, antiviral, bactericida,
antidiabético, actividad antihiperlipidémica, antiulceroso, neuroprotector,
analgésico, antiinflamatorio, actividad  hepatoprotectora, cicatrizante,
antimutagénico, insecticida, actividad inmunoestimuladora, anticonvulsivas y
anticolinérgico, lo que hace que esta planta sea de gran importancia clinica
(Awada et al., 2023; Khodja et al., 2023; Paparella et al., 2022). En el afio 2013
Taehun y colaboradores extrajeron un metabolito activo (magnoliada) y
demostraron que tenia actividad sobre mediadores que interfieren en la

hipersensibilidad tipo I.



4.5 Marrubium vulgare

El nombre cientifico de la hierba del sapo o también conocido como marrubio es
Marrubium vulgare y es una hierba perenne o anual de la familia Lamiaceae. Se
origind a lo largo y ancho del mar Mediterraneo y la region de Asia central, pero
debido a que es considerada para uso medicinal por sus propiedades
beneficiosas alternativas, ha aumentado ultimamente el interés y la demanda por
ésta, por lo que cada vez es mas comun su cultivo, habitando actualmente en la
mayoria de los continentes. Ademas de ser utilizada como medicina tradicional
también se ocupa en la industria alimentaria, por ejemplo, como complemento en
ensaladas, en la preparacion de infusiones, como sustituto del lupulo, entre otras
(Ac¢imovi¢ et al., 2020; Ullah & Algahtani, 2022).

4.5.1 Composicion fitoquimica reportada
Los usos medicinales de Marrubium vulgare se deben a la presencia de
compuestos fitoquimicos como lo son (Ac¢imovi¢ etal, 2020; Amessis-
Ouchemoukh et al., 2014):

¢ Monoterpenos como acido marrubico y glucésido sacrandsido A (mirtenil 6-O-
a-l-arabinopiranosil-B-d-glucopirandsido).

e Lactonas sesquiterpénicas como vulgarina

e Diterpenoides como marrubiina (la predominante) pre-marrubiina, 12(S)-
hidroximarrubiina, 11-oxomarrubiina, 3-desoxo-15(S)-metoxivelutina,
marrubenol, marruliba-acetal, cilenilo A, poliodonina y preleosibirina.
Peregrinol, peregrinina, dihidroperegrinina, vulgarol, vulgarcésido A,
desacetilvitexilactona, carnosol y deacetilforskolina.

e Fitoesteroles como B-sitosterol.

e Triterpenoides como lupeol y acido oleandlico.

e Cumarinas como umbeliferona y esculina.

e Acidos fendlicos como 4acidos galicos, gentisico, p-hidroxibenyoico,

protocatequiico y siringico.
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e Acidos cinamicos como acidos transcinamico, cafeico, ferulico, o-cumarinico,
p-cumarinico y sinapico.

e Esteres del acido cindmico como &cidos clorogénicos, cafeoilmalicos y
rosmarinico.

e Flavonoides como apigenina, luteolina, crisoeriol y diosmetina.

e Glucdsidos feniletanoides como actdsido, alysondsido, arenandsido,

ballotetrésido y marrubdsido.

4.5.2 Actividades farmacoloégicas

De acuerdo con numerosos estudios Marrubium vulgare es considerada como
una prometedora planta medicinal pues podria utilizarse en varias aplicaciones
médicas debido a que posee una amplia gama de actividades farmacoldgicas,
entre ellas efectos antiinflamatorios y analgésicos, efectos antioxidantes,
anticancerigenos, antimicrobianas, efectos antiparasitarios y molusquicidas,
efectos antidiabéticos, hepatoprotectores, cardiovasculares, hipolipemiantes,
efectos antiedematogénicos, gastroprotectores, antiespasmadicos, cicatrizante y
antihipertensivo (A¢imovi¢ et al., 2020; Ali Esmail Al-Snafi et al., 2021).

4.6 Ficus carica
Ficus carica es un arbol originario del territorio de la India, pero se ha cultivado
extensamente que ahora se puede encontrar en regiones tropicales y
subtropicales del mundo. Pertenece a la familia Moraceae y posee un alto valor
economico, nutricional e histérico, ademas de que se ha utilizado en la
formulaciéon de medicamentos para prevenir y controlar distintas enfermedades.
Los frutos que produce se les llaman higos se ocupan de igual manera en la

medicina y en el area alimentaria (Abdel-Aty et al., 2019; Rashid et al., 2017).
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4.6.1 Composicion fitoquimica reportada
Se aislaron varios tipos de compuestos biolégicamente activos de las diferentes
partes de la planta como sus hojas y se encontraron (Badgujar et al., 2014; Li
etal.,, 2021):

e Flavonoides como luteolina, quercetina, biocanina-A, luteolina-6C-hexosa-
8C-pentosa, rutindsido de apigenina, rutinésido de kaempferol, rutindésido de
quercetina, glucdsido de quercetina, acetilglucosido de quercetina.

e Compuestos fendlicos como acido 3-O-cafeoilquinico, acido 5-O-
cafeoilquinico, quercetina 3-O-glucdsido, quercetina 3-O-rutindsido, acido
ferulico, psoraleno y bergapteno.

e Triterpenoides como bauerenol, acetato de calotropenilo, acetato de lupeol,
maslinato de metilo y acido oleandlico.

o Acidos organicos como acidos oxalico, citrico, malico, quinico, shikimico y
fumarico.

e Cumarinas como murrayacarpina B, hexdsido de esculetina,
dihidroxicumarina, 7-hidroxicumarina (umbeliferona), felodenol A y prenil-7-
hidroxicumarina.

o Esteres como butanoato de metilo, hexanoato de metilo, acetato de hexilo,

benzoato de etilo y salicilato de metilo.

4.6.2 Actividades farmacologicas

Ficus carica ha llamado la atencion de investigadores de todo el mundo por las
actividades farmacoldgicas que posee, como lo son actividades antidiabéticas,
antioxidantes,  antiinflamatorias,  anticancerigenas,  anticolinesterasicas,
antimicrobianas, hepatoprotectoras y renoprotectoras. También por su actividad
potenciadora de la memoria, actividad antipirética, antidiarreica, antivirales,
actividad hipotrigliceridémica, antiplaquetaria y actividad hipocolesterolémica (Li
et al., 2021; Rashid et al., 2017).
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4.7 Prueba de capacidad antioxidante usando DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidracilo)

La molécula 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) es un radical libre estable que se
utiliza comunmente en la evaluacion de la capacidad antioxidante de distintos
compuestos quimicos, como lo pueden ser ingredientes farmacéuticos, comida o
extractos de plantas. Esta técnica es ampliamente utilizada debido a que la
medicion de propiedades antioxidantes es rapida por el corto tiempo de reaccion,
la prueba es facil de realizar por la simplicidad del procedimiento y es econdmica
debido a los reactivos que se utilizan (Baliyan et al., 2022; Gulcin & Alwasel,
2023).

La prueba se basa en la medicidn espectroscopica UV-vis de la capacidad que
tienen los antioxidantes en la eliminacion de los radicales DPPH. Presenta un
color violeta intenso, pero al entrar en contacto con la solucidn de una sustancia
capaz de donar un atomo de hidrégeno, este color desaparece y cambia a un
color amarillo; esto se debe a que el unico electron del atomo de nitrégeno en el
radical DPPH se reduce a 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH-H) tomando un
atomo de hidrégeno de los antioxidantes (los cuales son donadores de H). La
medida espectrofotométrica de la desaparicion del color violeta se realiza a la
longitud de onda de A = 517 nm y la absorcion disminuye a medida que los pares
de electrones se eliminan del radical DPPH. (Flieger & Flieger, 2020; Gulcin &
Alwasel, 2023; Toche Tuesta et al., 2017).

13



5 METODOLOGIA

5.1 Obtencidén de hojas de las diferentes plantas medicinales.
Se realizd la recolecta de las hojas de las diferentes plantas, el material se
desinfect6 con una solucion de cloro al 1% y se secaron a temperatura ambiente
a la sombra. Una vez que el material se seco, se trituré y pulverizé con ayuda de
un molino eléctrico hasta obtener el material vegetal pulverizado. Posteriormente,
con ayuda de una balanza se obtuvo el peso del material para después calcular

los rendimientos de los extractos generados.

5.2 Obtencidén de extractos organicos
Se colocd el material vegetal pulverizado en un frasco ambar de 1 L para
someterlo a un proceso de macerado, con ayuda de una probeta se midi6 el
disolvente utilizado en orden de polaridad creciente iniciando con hexano hasta
cubrir todo el material vegetal. Se mantuvo en contacto con el disolvente
correspondiente durante 72h. Después de este tiempo, se filtré el disolvente
utilizado con papel filtro y se repitid este proceso por triplicado. Este
procedimiento se replicd con diclorometano y metanol los cuales son disolventes
de mediana polaridad y alta polaridad. Finalmente, los 3 filtrados se llevaron a

sequedad mediante un rotaevaporador a presion reducida marca BUCHI®.

Se cred un acronimo de cada extracto organico obtenido para poder clasificarlos
por planta y disolvente con el cual se macerd; por ejemplo, el acréonimo del
extracto hexanico/diclorometanico/metandlico de hoja de diente de ledn es
EHHDL, EDHDL y EMHDL respectivamente.

5.3 Evaluacion del efecto traqueorrelajante en un modelo ex vivo en

anillos de traquea aislada de rata
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5.3.1 Obtencion del tejido (traquea)
Se ocuparon ratas Wistar (obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, INER) con un peso de entre 170 a 200 g las cuales
se sacrificaron por una sobredosis de pentobarbital y posteriormente se realizé
una diseccion superior con la finalidad de aislar la traquea. Se removio el tejido
conectivo adyacente, adipocitos y mucosidad teniendo cuidado en no perforar o
dafar el tejido. Una vez limpia se cortaron de 3 a 4 anillos de aproximadamente
3 mm de longitud los cuales fueron colocados en una camara de érgano aislado
con 10 ml de solucién Krebs 1X (NaCl, glucosa, NaHCO3, KCI, MgSOa4, KH2POa4,
EDTA y CaCl2) constantemente burbujeada con una mezcla gaseosa de Oz y

CO2 95:5 y mantenida una temperatura de 37°C y a un PH de 7.4.

5.3.2 Sistema de registro
Para determinar el efecto relajante de las muestras de prueba y controles se
utilizé un sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado. Para este tipo
de sistema los anillos de la traquea se ajustaron a la parte inferior de la camara
de incubacion con un transductor de fuerza isométrico modelo Grass FT 03 el
cual esta conectado a un sistema Biopac 160°.

5.3.3 Determinacion del efecto traqueorrelajante de los diferentes

extractos

Los anillos se sometieron a una tensién basal de 2 g de fuerza y se dejaron
estabilizar por 30 min. Transcurrido ese tiempo se sensibilizo el tejido durante 15
min con carbacol [1 pM] y después de la estimulacién, el tejido se lavo con la
solucion Ringer-Krebs, para recuperar el valor basal de la tension y pasado 20
min se volvid a repetir la sensibilizacién por duplicado. Posteriormente, el tejido
sensibilizado se expuso a diferentes concentraciones de los extractos de forma

acumulativa [3-1,000 ug/mL] en 1/2 de logaritmo (Figura 1) y finalmente se
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hicieron curvas de concentracion — respuesta con los diferentes extractos

generados.

Lavado con Krebs Lavado con Krebs Muestras de prueba

v v —

Carbacol
1uM

Carbacol
1M

Carbacol
1uM

4

Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion

20 — 30 min. 50 - 60 min. 40 — 50 min.

Figura 1. Evolucion temporal de los estudios ex vivo del efecto relajante vy
mecanismo de accién (Flores-Flores et al., 2023).

5.4 Pruebas fitoquimicas cualitativas
Para identificar o aislar los metabolitos responsables de la relajacion, se recurrid
por un lado a la cromatografia en capa fina, en donde se eluyeron los diferentes
extractos organicos por separado. Se buscé una fase movil en la que se
observara la mejor resolucién de las muestras y posteriormente se revelaron en

el UV de onda corta y de onda larga.

Por otro lado, se realizé6 un analisis fitoquimico cualitativo de los extractos
organicos para observar los posibles metabolitos secundarios presentes, entre

las pruebas realizadas:

e Prueba de NaOH (cumarinas): Se ocupd 1-2 mL de extracto en 3 mL de
NaOH al 10 % (2 g NaOH en 20 mL H20) y se acidulé con H2SOa4. Si se
desarrolla una coloracion amarilla que desaparece al acidular, es positiva.

e Prueba de saponinas: Se ocup6 1-2 mg de extracto, se depositdé en 1 mL
de cloroformo y se le afiadid 1 mL de &cido sulfurico. La apariciéon de un
color rojo indica que la prueba es positiva

e Prueba de Molish (azucares): Se disolvid cada extracto en su respectivo

disolvente. Se le afadieron 3 gotas de reactivo de Molisch (100 mg alfa
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naftol en 10 mL de etanol 95%) y 2 mL de &cido sulfdrico. Es positiva la
prueba si presenta un anillo colorido en la interfase.

Prueba de fenoles: Se afadié 2 mL de etanol al extracto y 3 gotas de
cloruro férrico al 2.5 %. La prueba sera positiva cuando se forma un
precipitado rojo, azul, violeta o verde y sera negativa si se queda amarilla
(color de la solucion de cloruro férrico).

Prueba de H2SOs (flavonoides): Se ocupd una pequefia cantidad de
extracto y se le afiadié H2SO4 concentrado. Si hay coloracion amarilla,
sera positivo para flavonoides y flavonoles, naranja-guinda para flavonas,
rojo-azulado sera positivo a chalconas y rojo-parpura para quinona.
Prueba de Salkowski (Esteroles): Se ocupd 1-2 mg de extracto y se
depositdé 1 mL de H2SOa4 concentrado. Positiva si presenta coloracion
amarilla o roja.

KMnOs (insaturaciones): Se ocup6 1-2 mg de muestra en 1 ml de MeOH
y se afladié gota a gota de KMnO4 al 2% (500 mg en 25 ml de H20
Destilada). Positiva si hay decoloracion o formacion de precipitado café.
Aromaticidad: Se ocup6é 1 mg de extracto, se afadi6 1ml de H2SO4
concentrado y se depositd 1 gota de formaldehido. Positivo si aparece

color rojo-violeta.

5.5 Prueba de antioxidantes mediante técnica DPPH

Para determinar la capacidad antioxidante de los distintos extractos obtenidos se

realizd una evaluacion utilizando el radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidracilo; del

cual se pes6 2 mg y se aforé a 100 mL con metanol. Se utiliz6 como sustancia

patrén el acido ascorbico; se prepard una solucion stock con una concentracion

de 2 mg/mL y a partir de ésta se elaboraron 3 soluciones con concentraciones de

25, 12.5y 6.25 pg/mL utilizando metanol como disolvente. De igual manera para

los extractos se pes6 10 mg de cada uno y se afor6 a 5 mL y a partir de esta

disolucion se elaboraron otras 3 mas con concentraciones de 25, 12.5y 6.25

pg/mL utilizando metanol como disolvente.
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Se utilizaron placas de Elisa para llevar a cabo la prueba, en el primer pozo se
deposité 240 puL de DPPH (blanco); en el segundo se deposité 200 uL de DPPH
y 40 pL de acido ascorbico [6.25 pg/mL] y asi sucesivamente en cada pozo hasta
llegar a la concentracion mas alta (Se realiz6 por triplicado). Se ocupé el mismo
procedimiento para depositar las muestras de los extractos. Se sometié a un
periodo de incubacion en la oscuridad durante 30 min y posteriormente en un

espectrofotometro UV-VIS se leyo la placa a una absorbancia de 517 nm.

5.6 Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta
El extracto con mayor actividad se fraccion6 por cromatografia en columna
abierta, utilizando como fase estacionaria gel de silice con un tamafio de particula
de 0.04-0.063 mm (Merck) y con fase maovil hexano, diclorometano y metanol. Se
monto la columna a un soporte universal sujetada por pinzas y se colocé un tapén
de algoddn en la punta verificando que pudiera pasar disolvente a través de él.
Se pesaron 15 g de silice, se mezclaron con 52.5 mL de hexano, se dieron
pequefios golpes para desgasificarlo y después se deposité en la columna. Se
abrio la llave de la columna para que el disolvente bajara y facilitara la
compactacion de la silice; posteriormente se pes6é 1.0586 g del extracto
diclorometanico de hoja de higo (EDHHi) y 1 g de silice para mezclarlos,
disolviéndolos en su respectivo disolvente y se colocé en la columna. Finalmente
se puso un algodon encima del extracto y se llend el reservorio para disolvente
con hexano, se inici6 la elucién con hexano y se fue aumentando gradualmente

la polaridad con mezclas de los disolventes mencionados.

Se inici6 recolectando un volumen muerto de 10.36 mL (60 % del volumen de la
columna) y después se recolectaron las fracciones en tubos de ensayo con
volumenes de 3.45 mL (volumen de la columna 17.27 mL / 5 platos tedricos), a
cada fraccion se le realizé cromatografia en capa fina y se revelaron con distintas

técnicas de visualizacion (con luz UV de onda corta y larga, con vainillina y con
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una camara de yodo), de este modo se juntaron las fracciones que presentaron

similitud cromatografica.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.10btencion de los extractos organicos y sus rendimientos.
De cada planta a evaluar se obtuvieron 3 tipos de extractos organicos disueltos
en disolventes de distinta polaridad (hexano, diclorometano y metanol). En la
Tabla 1 se muestra el peso del material vegetal de cada planta después de
haberlo triturado con ayuda de un molino eléctrico, el peso del extracto organico

después del macerado y se calculd su rendimiento.

Tabla 1. Rendimientos de los extractos organicos

Planta Peso inicial Disolvente  Extracto Peso Rendimiento
del material producto %
Hexano EHHDL 0.6858 1.67
Taraxacum Q)
officinale 40.97 Diclorometano  EDHDL 2.2564 551
1) (1)
Metanol EMHDL & &
(1)
Hexano EHHDL 11 2.12
Taraxacum (2)
officinale 52 Diclorometano EDHDL 0.6902 1.33
(2 (2
Metanol EMHDL 3.8938 7.49
(2
Laurus Hexano EHHL 3.4771 2.48
nobilis 140 Diclorometano ~ EDHL 3.4192 2.44
Metanol EMHL 20.928 14.95
Marrubium Hexano EHHS 0.9168 1.64
vulgare 56 Diclorometano  EDHS 1.1594 2.07
Metanol EMHS 4.2192 7.53
Ficus Hexano EHHHI N/A N/A
carica (1) 56 Diclorometano  EDHHi 1.0127 1.81
Metanol EMHHi 3.1691 5.66
Hexano EHHHi 1.508 2.15
Ficus (2)
carica (2) 70 Diclorometano EDHHi 0.9702 1.39
(2
Metanol EMHHiI * *

(2)

*: No se realizé maceracion por falta de disolvente.
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6.2 Determinacion del efecto traqueorrelajante.

Se utilizé un sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado (sistema
Biopac 160®), para evaluar el efecto relajante de los extractos organicos sobre
anillos de traquea de rata. Se hicieron curvas de concentracién — respuesta para
cada planta con sus respectivos extractos y se agrego teofilina como control
positivo. La teofilina es un medicamento broncodilatador que ejerce un fuerte
efecto relajante sobre la fibra muscular lisa, los bronquios y los vasos periféricos
(Flores-Flores et al., 2023).

La Figura 2 muestra el efecto relajante de los extractos organicos de Taraxacum
officinale donde el EHHDL tuvo un porcentaje de relajacion maximo de 19.35 %,
EDHDL de 22.69 % y EMHDL de 7.52 + 0.05 %. De los tres extractos organicos
EDHDL fue el que presentdé mayor relajacion. Debido a que el efecto
traqueorrelajante fue muy bajo en los 3 extractos, sélo se ocupd una n=3 para

evitar el uso excesivo de animales de experimentacion, reactivos y muestra.

OJ"«f-L S S N
] e .
20 =,
S
c 404
0 ‘
8 )
3 60
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e  EDHDL
g A EMHDL
v
v Teo 100
100 T T T BALL
10° 10’ 10° 10° 10°* 10°

Concentracion (ug/mL)

Figura 2. Efecto traqueorrelajante de los extractos organicos de Taraxacum
officinale. Resultados mostrados como el promedio + EE. ANOVA de dos vias

seguida de una prueba de comparacion multiple de Dunnett *p<0.05.
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La Figura 3 muestra el efecto relajante de los extractos organicos de Laurus
nobilis donde el EHHL tuvo un porcentaje de relajacion maximo de 49.75 + 1.22
%, EDHL de 95.72 £ 3.70 % y EMHL de 17.67 £ 1.20 %. Se observé que de los
tres extractos organicos EDHL fue el que presentd mayor relajacion, incluso

llegando a superar la teofilina. Se ocupd una n=3 para los tres extractos.
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Figura 3. Efecto traqueorrelajante de los extractos organicos de Laurus nobilis.
Resultados mostrados como el promedio + EE. ANOVA de dos vias seguida de

una prueba de comparacién multiple de Dunnett *p<0.05.

La Figura 4 muestra el efecto traqueorrelajante de los extractos organicos de
Marrubium vulgare donde el EHHS tuvo un porcentaje de relajacion maximo de
63.49 + 8.20 %, EDHS de 49.58 + 5.47 % y EMHS de 17.7 £ 7.9 %. De los tres
extractos organicos el que presentdé mayor relajacion fue EHHS. De menor a

mayor polaridad el numero de muestras fue n= 4, n=3 y n=3 respectivamente.
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Figura 4. Efecto traqueorrelajante de los extractos organicos de Marrubium
vulgare. Resultados mostrados como el promedio + EE. ANOVA de dos vias
seguida de una prueba de comparacion multiple de Dunnett *p<0.05.

La Figura 5 muestra el efecto relajante de los extractos organicos de Ficus carica
donde el EHHHi tuvo un porcentaje de relajacion maximo de 15.83 %, EDHHi de
103.55 + 1.74 % y EMHHi de 62.12 %. Se observé que de los tres extractos
organicos EDHHi fue el que presentd una mayor relajacion, incluso llegé a
sobrepasar por mucho la relajacién de la teofilina. Se ocupd una n=3 para los tres
extractos. De todos los extractos organicos evaluados EDHHi fue el que presenté
el mayor efecto traqueorrelajante mayor al 100 %, por lo que se utilizé para su

fraccionamiento por cromatografia en columna abierta.

23



X
8 w*
20 'y
1 “a
—_— \
& 404
s v\
e 60 ' \\\*
a \ A
[} - 1
© ol [ = EHHHI 'y
—e— EDHHi : v
A EMHHi ‘
100 4 —v— Teo 100 | s
a
WA SRl B A Gl | LR L Ll | L S SRl § FREry
10° 10’ 10? 10° 10°* 10°

Concentracion (ug/mL)

Figura 5. Efecto traqueorrelajante de los extractos organicos de Ficus carica.
Resultados mostrados como el promedio = EE. ANOVA de dos vias seguida de

una prueba de comparacion multiple de Dunnett *p<0.05.

Para realizar las graficas se utilizé el software OriginPro y en conjunto se ocupé
el software estadistico GraphPad Prism versién 8.0.1 para calcular la parte

estadistica entre el control positivo y la actividad de los extractos.

24



6.3ldentificacion cualitativa de metabolitos secundarios.
Se realizdé cromatografia en capa fina de todos los extractos organicos y se
ocuparon dos métodos de visualizacion para identificar los posibles compuestos
de las muestras. La cromatografia en capa fina es una técnica de separacion muy
utilizada para evaluar la composicion de un compuesto debido a que es facil de
usar, los resultados se obtienen rapido y es econdmica por que no ocupa muchos
reactivos. De manera general consiste en depositar un compuesto sobre una fase
estacionaria, generalmente silice o alumina y de manera ascendente se
desplazara una fase movil (disolvente o mezcla de disolventes) que arrastrara
consigo los componentes de la muestra. Debido a la diferente afinidad que tienen
los componentes y la fase mévil, estos se separan a medida que avanzan por la
fase estacionaria; de modo que los compuestos menos polares se desplazaran
mas lejos en la cromatoplaca mientras que los mas polares permaneceran mas

cerca del punto de aplicacion (Sandtorv, 2018).

La primera técnica utilizada después de la elucién de la cromatoplaca fue la
absorcioén ultravioleta con una lampara UV de onda corta (254 nm), la cual se
caracteriza por mostrar de color verde el fondo de la placa debido al material
fluorescente que contiene la fase estacionaria y si hay un compuesto que absorba
luz a esa longitud de onda se verd oscura porque evita que el material
fluorescente reciba la luz UV. Es muy util para detectar compuestos aromaticos y
sistemas altamente conjugados ya que ambos absorben fuertemente los rayos
UV. Ademas de ser rapida y facil de utilizar, también es un método no destructivo
que permite usar una técnica de visualizacién adicional en la misma

cromatoplaca (Nichols, 2017).

La segunda técnica que se ocupod fue el revelador de vainillina con el cual se
pueden observar nucledfilos fuertes y débiles como alcoholes y aminas; ademas
de otros grupos funcionales como aldehidos y cetonas. Los grupos funcionales
que no funcionan con esta técnica son alquenos, compuestos aromaticos,
ésteres y acidos carboxilicos. La técnica consiste en saturar la cromatoplaca en

el revelador de vainillina (la cual contiene etanol y H2SO4) durante unos segundos
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y después calentarla suavemente hasta desarrollar un fondo de rosa claro a rosa
oscuro (Nichols, 2017).

En la Figura 6 y 7 se muestra las cromatoplacas de los extractos de hoja de
Taraxacum officinale y Laurus nobilis respectivamente, para ambos se ocup6 una
proporcion en la fase movil de 50:45:5 hexano:diclorometano:metanol porque fue
la que mostré una mejor resolucién y separacion de los componentes de los

extractos organicos.

Tanto en la Figura 6a como la Figura 7a los extractos de hexano y diclorometano
muestran manchas de color amarillo naranja cerca del frente de elucién, lo que
significa que posiblemente sea algun carotenoide o terpenoide, pues se
caracterizan por ser poco polares debido a sus grupos funcionales; se observa
una mancha gris casi a la mitad de la placa de los extractos organicos que
posiblemente se trate de feofitina a un pigmento fotosintético; también se puede
ver una mancha color verde oliva lo cual significa que quizas se trata de clorofila
tipo a; seguido a esto se aprecian una serie de manchas verdes muy difuminadas
y tal vez sea clorofila porque es mas polar que los carotenoides pero menos polar
que las xantofilas; las xantofilas son compuestos muy polares de color amarillo y
esto concuerda con las manchas que estan arriba del punto de aplicacion
(Chowdhury, s/f; Kakhiani, 2018; Plant Traveling Lab., 2010; Tarrag6-Celada,
2019).

Los metabolitos secundarios de los extractos de plantas pueden tener una amplia
gama de colores, los cuales generalmente se deben a la presencia de
compuestos especificos, sin embargo, no siempre es asi ya que sus espectros
de absorcién varian, como lo son los flavonoides, antocianinas, betalainas,
alcaloides, taninos, antraquinonas, entre otros. Por otro lado, algunos
compuestos organicos suelen ser incoloros sobre el fondo blanco de la placa lo
que dificulta su observacion, por o que se ocuparon técnicas de visualizacion

para convertirlos en algo visible.
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En la Figura 6b y 7b se muestran las cromatoplacas expuestas a luz UV de onda
corta. De manera general se observdé que la cromatoplaca de Taraxacum
officinale permanecié casi igual que la Figura 6a sin embargo la cromatoplaca de
Laurus nobilis en comparacién con la Figura 7a mostr6 mas manchas que
absorbieron la luz UV en los 3 diferentes disolventes, lo que significa que hay una
mayor cantidad de compuestos aromaticos y sistemas altamente conjugados;
incluso se observd el recorrido de las manchas lo que nos indica que los
compuestos que contiene son altamente polares al desplazarse lentamente por

la fase estacionaria.

En la Figura 6¢c y 7c se muestran las cromatoplacas después de aplicarles
revelador de vainillina. En ambos casos se observé como se marco el recorrido
de las manchas al igual que la Figura 6b y 7b a excepcion de los extractos
metandlicos, 1o que nos indica que hay compuestos aromaticos pues éstos
absorben luz UV, pero la vainillina no los revela. En ambas placas se observo
cerca del frente de elucion manchas de color azul y verdes que corresponden a
la coloracion caracteristicas de las antocianinas, en la mitad de las placas hay
manchas verdes siendo clorofilas o derivados de las mismas. EDHL muestra una
banda de color morada o purpura que posiblemente se trate de algun triterpeno
pentaciclico o un flavonoide y también tiene una mancha rosada que corresponde
a la coloracion caracteristica de los alcaloides. En las dos cromatoplacas los
extractos metandlicos muestran una mancha de color roja que quiza sea algun
tipo de betalaina o betacianinas; sin embargo, también se observé que en estos
mismos extractos metandlicos no hubo revelacion de muchos compuestos, lo que
significa que tal vez la mayoria de los compuestos se hayan concentrado en esa
mancha, de manera que haya una mezcla de metabolitos como alcaloides y

flavonoides.
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EHHDL EDHDL EMHDL

Figura 6. Cromatografia en capa fina de los extractos de hoja de Taraxacum

officinale. a) Cromatoplaca después de elucién con fase movil. b) Revelacién con

luz UV de onda corta. c) Revelacion con vainillina.

Figura 7. Cromatografia en capa fina de los extractos de Laurus nobilis. a)
Cromatoplaca después de elucion con fase movil. b) Revelacion con luz UV de

onda corta. ¢) Revelacion con vainillina.

En la Figura 8a y 9a se muestra las cromatoplacas de los extractos de Marrubium
vulgare y Ficus carica respectivamente, para ambos se cambié la proporcion de
la fase movil a 45:50:5 hexano:diclorometano:metanol ya que con la anterior

proporcion no habia una adecuada separacion de los componentes.

28



La Figura 9a a diferencia de la Figura 8a mostré6 manchas amarillo naranja cerca
del frente de elucidn, tratandose de algun tipo de carotenoide o terpenoide por su
baja polaridad al solo tener cadenas largas de carbono y dobles enlaces. A la
mitad de ambas cromatoplacas hubo presencia de manchas grises, tratandose
de feofitina o algun otro pigmento fotosintético. Mientras EDHS mostré una
mancha verde olivo, EDHHi mostré varias manchas de color verde claro o
azulado y seguramente se traten de derivados de clorofila (clorofila tipo a y tipo
b respectivamente). En la parte inferior de las dos cromatoplacas se visualizaron
manchas de color amarillo tratandose tal vez de xantofilas, compuestos
altamente polares. EDHHi mostré una mancha amarilla-naranja de igual manera
arriba del punto de aplicacion, esta combinacion quiza se deba a la existencia de
compuestos como xantofilas, antraquinonas, taninos o algun flavonoide
(Chowdhury, s/f; Kakhiani, 2018; Plant Traveling Lab., 2010; Tarrag6-Celada,
2019).

En la Figura 8b y 9b se muestran las cromatoplacas expuestas a luz UV de onda
corta. De manera general se observd que la cromatoplaca de Ficus carica
permanecidé casi igual que la Figura 9a sin embargo la cromatoplaca de
Marrubium vulgare en comparacion con la Figura 8a mostré mas manchas que
absorbieron la luz UV en los 3 diferentes disolventes, lo que significa que hay una
mayor cantidad de compuestos con anillos aromaticos y sistemas altamente
conjugados; incluso se observo el recorrido de las manchas lo que nos indica que
los compuestos presentan una gran afinidad por la fase estacionaria y por lo tanto

se quedan retenidos en la misma.

En la Figura 8c y 9¢c se muestran las cromatoplacas después de aplicarles
revelador de vainillina. En ambos casos se observé como se marco el recorrido
de las manchas al igual que la Figura 8b y 9b, lo que nos indica que hay
compuestos aromaticos pues éstos absorben luz UV pero la vainillina no los
revela. En ambas placas se observo cerca del frente de elucion manchas de color
azul y verdes que posiblemente sean antocianinas, en la mitad de las placas

también hay manchas verdes tratandose tal vez de clorofilas o derivados de las
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mismas. Hay algunas bandas de color café amarillo en los 3 diferentes
disolventes y quiza se trate de alguna cumarina o compuesto fendlico. No se
observo alguna banda de color morada o purpura, ni alguna mancha rosada, lo
que indica que posiblemente no hay presencia de algun triterpeno pentaciclico,
de un flavonoide o de un alcaloide. También los extractos metandlicos no
presentaron una mancha roja como las cromatoplacas de hoja de Taraxacum
officinale y Laurus nobilis, sin embargo, se observd que los compuestos

separados fueron un poco mas nitidos y visibles.

i

EHHS EDHS EMHS

Figura 8. Cromatografia en capa fina de los extractos de Marrubium vulgare. a)
Cromatoplaca después de elucion con fase movil. b) Revelacion con luz UV de

onda corta. ¢) Revelacion con vainillina.
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Figura 9. Cromatografia en capa fina de los extractos de Ficus carica. a)
Cromatoplaca después de elucion con fase mavil. b) Revelacién con luz UV de

onda corta. ¢) Revelacién con vainillina.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos del analisis fitoquimico realizado a
los extractos organicos de Taraxacum officinale y Laurus nobilis. De manera
general se observé que ambas plantas dentro de su composicion presentaron
azucares y fenoles. Ambas también presentaron positivo a insaturaciones y
aromaticidad (a excepcidn de los extractos diclorometanicos) lo cual concuerda
con las cromatoplacas reveladas con luz UV (Figura 6b y 7b). También se
observd que EDHDL y EDHL fueron los extractos que menos metabolitos
secundarios presentaron, esto quiza se deba a que sus constituyentes sean mas

afines a disolventes polares y no polares.
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Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de los extractos organicos de Taraxacum officinale y

Laurus nobilis.

Prueba Metabolitos = EHHDL EDHDL EMHDL EHHL EDHL EMHL

Prueba de Cumarinas y - - o+ o+ -+

NaOH lactonas

Prueba de Saponinas + - + - - +

saponinas

Prueba de Azucares + + + + + +

Molisch

Prueba de Fenoles + + + + + +

cloruro

férrico

Prueba de Flavonas vy + - + + 5 -

acido flavonoles

sulfurico Chalconas - - - - - -
Quinonas - - - - - +

Prueba de Esteroles 'y + - + + - +

Salkowski triterpenos

Prueba de Insaturaciones + + + + + +

KMnOg4

-+
1
+
+
1
+

Prueba de Aromaticidad

aromaticidad

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos del analisis fitoquimico realizado a
los extractos organicos de Marrubium vulgare y Ficus carica. Los resultados
sirven de complemento junto con la cromatografia en capa fina para determinar
la posible presencia o ausencia de los principales grupos de metabolitos
secundarios. Sin embargo, no se pudieron realizar las pruebas para los extractos

organicos de Marrubium vulgare y EHHHiI por falta de reactivos.
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Tabla 3. Tamizaje fitoquimico de los extractos organicos de Marrubium vulgare y
Ficus carica.
Prueba Metabolitos EHHS EDHS EMHS EHHHi EDHHi EMHHi
NaOH lactonas

Prueba de Saponinas - -

saponinas
Prueba de Azucares + +
Molisch
Prueba de Fenoles + +

cloruro férrico

Prueba de Flavonas y - + -

acido flavonoles

sulfarico Chalconas - - -
Quinonas + - +

Prueba de Esteroles y + - +

Salkowski triterpenos

Prueba de Insaturaciones + + +

KMnO4

Prueba de Aromaticidad + + +

aromaticidad
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6.4 Capacidad antioxidante de los extractos organicos.

Los radicales libres son moléculas o atomos que tienen uno o mas electrones
desapareados en su orbita externa, esto los vuelve altamente reactivos siendo
capaces de reaccionar con otras moléculas; se han clasificado en tres categorias
principales: las especies reactivas de oxigeno (ERO), las especies reactivas de
nitrogeno (ERN) y las especies reactivas de azufre (ERA) las cuales comprenden
numerosas especies diferentes de oxigeno, nitrogeno y azufre respectivamente.
Algunos ejemplos de estas especies reactivas son el anién superoxido (O2-),
radical hidroxilo (OH-), éxido nitrico (NO-), peréxido de hidrégeno (H202), ozono
(Os3), acido nitroso (HNO2), entre otros (Baliyan et al., 2022; Gulcin & Alwasel,
2023).

Las ERO derivan tanto de fuentes endégenas como exdgenas, en el primer caso
su produccidon esta compuestas de la respiracidon mitocondrial, NADPH y un
sistema de xantina oxidasa; mientras que las ERO exdgenas su produccién esta
relacionada con factores ambientales, fuertes gases oxidantes como el ozono,
las particulas originadas de la combustion incompleta de los hidrocarburos, el
tabaquismo y la radiacion ionizante. Ademas, las especies reactivas también se
producen como parte del sistema de defensa de células en organismos vivos, en
relacion con el asma como ya se menciono anteriormente se reclutan y activan
multiples células inflamatorias como macréfagos, neutréfilos y eosindfilos; estas
células inflamatorias y células epiteliales generan grandes cantidades de ERO
como parte de sus mecanismos de destruccidon contra organismos extrafios. Sin
embargo, cuando hay un desequilibrio entre la produccion de ERO y la capacidad
del cuerpo para neutralizarlas mediante sistemas antioxidantes puede causar
dafno celular y tisular, a esto se le conoce como estrés oxidativo; ademas este
estrés oxidativo puede atacar los lipidos, las proteinas, los carbohidratos e
incluso danar el ADN, lo que en ultima instancia conduce a una mayor respuesta

inflamatoria en el asma alérgica (K. Liu et al., 2022; Qu et al., 2017).

No obstante, el dafio causado por el estrés oxidativo se puede reducir mediante

el uso de antioxidantes, los cuales son sustancias quimicas que minimizan el
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dano oxidativo al tener la capacidad de proporcionar electrones y de esta manera
neutralizar los radicales libres, previniendo dafios mayores a los procesos
biolégicos. En el asma alérgica el sistema antioxidante esta bien desarrollado,
donde los pulmones tienen un sistema antioxidante completo dividido en
reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Las principales enzimas que
neutralizan las ERO son la superdxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa
(GPX), la glutation-S-transferasa (GST) y la catalasa (CAT), mientras que los
antioxidantes no enzimaticos incluyen vitaminas (vitaminas C y E) y minerales
(selenio, zinc, manganeso). En esta ultima subcategoria también se encuentran
los metabolitos secundarios sintetizados por las plantas que incluyen una amplia
gama de antioxidantes como lo son polifenoles, flavonoides, carotenoides,
betacaroteno, alcaloides, terpenoides, emodina, criptotanshinona y catalpol,
entre otros (Baliyan et al., 2022; Flieger & Flieger, 2020; K. Liu et al., 2022; Qu
et al., 2017).

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos del espectrofotometro UV-VIS tras
leer la placa de Elisa a una absorbancia de 517 nm. Hay tres absorbancias para
cada diferente concentracion ya que se hizo por triplicado y la actividad

antioxidante se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

AbSs.—Absm,
Abs.

Porcentaje de actividad antioxidante = ( )x 100

Donde absc es la absorbancia del control y absm es la absorbancia de la muestra
(Baliyan et al., 2022). En la prueba se determiné la absorcion inicial del blanco
DPPH vy la absorcion resultante al anadir el posible antioxidante presente en los
extractos organicos, de manera que una disminucion de la absorcidn de radiacion
se traduce en una disminucion de la concentracién de DPPH debido a la cesion

de electrones de la especie antioxidante (Toche Tuesta et al., 2017).
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Tabla 4. Actividad antioxidante de los extractos organicos por triplicado.

Muestra [C] Absorbancia (517 Act. Antioxidante  Promedio DE
Ac. Blanco 0.166 0.192 0.189 0 0 O | e | e | e | e
Ascorbico + 25  0.067 0.066 0.060 59.64 6563 68.25 6451 442 6.84 255
DIPIFLF 125 0066 0.066 0.065 60.24 6563 6561 6382 310 4.86 1.79
6.25 0.099 0.095 0.088 40.36 50.52 53.44  48.11 6.86 14.27 3.96
EHHDL + Blanco 0.572 0.591 0.603 0 0 L
DPPH 25  0.481 0.493 0.499 1591 1658 17.25  16.58 0.67 4.04 0.39
125 0510 0.495 0516 10.84 16.24 14.43  13.84 2.75 19.88 1.59
6.25 0.365 0.517 0.531 36.19 12.52 11.94 20.22  13.84 68.43 7.99
EDHDL + Blanco 0.563 0.607 0.600 0 0 B NUUE U —
DPPH 25  0.482 0.513 0509 14.39 1549 1517 1501  0.57 3.76 0.33
125 0.485 0514 0534 13.85 1532 11.00  13.39 220 16.41 1.27
6.25 0.498 0.496 0.538 11.55 18.29 10.33  13.39 429 32.01 2.47
EMHDL + Blanco 0.524 0543 0553 O 0 0
DPPH 25 | 0.414 0.447 0.437 20.99 17.68 20.98  19.88 191 9.60 1.10
125 0.425 0.459 0.437 18.89 15.47 2098  18.45 2.78 15.07 1.61
6.25 0.451 0.452 0.439 13.93 16.76 20.61  17.10 3.35 19.62 1.94
EHHL + Blanco 0.560 0.588 0.610 O 0 0
DPPH 25 | 0.476 0.486 0.475 15.00 17.35 22.13  18.16 3.63 20.01 2.10
125 0.449 0502 0547 19.82 14.63 10.33  14.93 475 31.85 2.74
6.25 0.461 0.518 0.507 17.68 11.90 16.89  15.49 3.13 20.21 1.81
EDHL + Blanco 0.555 0.625 0.593 O 0 0
DPPH 25  0.443 0.473 0.512 20.18 24.32 13.66  19.39 537 27.72 3.10
125 0.395 0.471 0501 28.83 24.64 1551  22.99 6.81 29.61 3.93
6.25 0.462 0.503 0.496 16.76 19.52 16.36  17.54 1.72  9.82 0.99
EMHL + Blanco 0.559 0.627 0.584 0 0 0
DPPH 25 | 0.404 0.428 0.420 27.73 31.74 28.08  29.18 222 761 1.28
125 0.422 0.413 0.428 2451 3413 2671  28.45 5.04 17.72 291
6.25 0.481 0.495 0.489 13.95 21.05 16.27  17.09 3.62 21.18 2.09
EHHS + Blanco 0.181 0.194 0.196 0 0 0
DPPH 25 0.178 0.165 0.172 1.66 14.95 12.24 9.62 7.02 73.04 4.06
125 0.174 0.177 0.168 3.87 8.76 14.29 8.97 521 58.10 3.01
6.25 0.176 0.172 0.175 2.76 11.34 10.71 8.27 478 57.81 2.76
EDHS + Blanco 0.816 0.832 0.846 0 0 0
DPPH 25 | 0.735 0.633 0.787 9.93 2392 6.97 13.61 9.05 66.53 5.23

125 0.767 0.758 0.763 6.00 8.89 9.81 8.24 1.99 24.12 1.15
6.25 | 0.757 0.755 0.751 7.23  9.25 11.23 9.24 2.00 2164 1.15
Blanco 0.174 0.195 0.198 0 0 0
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EMHS +
DPPH

EHHHi +
DPPH

EDHHi +
DPPH

EMHHi +
DPPH

25
12.5
6.25

Blanco

25
12.5
6.25

Blanco

25
12.5
6.25

Blanco

25
12.5
6.25

0.158
0.170
0.173
0.830
0.748
0.735
0.720
0.552
0.496
0.493
0.465
0.799
0.714
0.762
0.732

0.159
0.169
0.164
0.775
0.741
0.748
0.735
0.604
0.497
0.512
0.484
0.874
0.739
0.744
0.719

0.144
0.174
0.167
0.885
0.726
0.763
0.734
0.594
0.523
0.530
0.513
0.791
0.717
0.745
0.751

9.20
2.30
0.57

9.88
11.45
13.25

10.14
10.69
15.76

10.64
4.63
8.39

18.46
13.33
15.90

4.39
3.48
5.16

17.72
15.23
19.87

15.45
14.87
17.73

27.27
12.12
15.66

17.97
13.79
17.06

11.95
10.77
13.64

9.36
5.82
5.06

18.31 9.04 49.37 5.22
9.25 6.05 65.41 3.49
10.71 8.78 81.96 5.07
10.74 6.83 63.58 3.94
9.57 540 56.42 3.12
11.83 6.08 51.39 3.51
13.27 3.95 29.79 2.28
12.23 2.60 21.25 1.50
16.42 3.17 19.29 1.83
11.81 3.21 27.18 1.85
8.44 560 66.39 3.24
10.39 6.57 63.25 3.79

La Figura 10 muestra la actividad antioxidante que presentaron los extractos

organicos de hoja de Taraxacum officinale en donde el EHHDL en sus

concentraciones de 25, 12.5y 6.25 pg/mL tuvo un porcentaje de 16.58 + 0.39 %,
13.84 £ 1.59 % y 20.22 + 7.99 % respectivamente. El EDHDL tuvo un porcentaje
de 15.05 +£0.33 %, 13.39 £ 1.27 % y 13.39 £ 2.47 % respectivamente. El EMHDL
tuvo un porcentaje de 19.88 + 1.10 %, 1845 £ 161 % y 1710 £+ 1.94 %

respectivamente.
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Figura 10.Porcentaje de la actividad antioxidante de los extractos de Taraxacum
officinale evaluados por el ensayo DPPH. Resultados mostrados como el
promedio £ EE. ANOVA de dos vias seguida de una prueba de comparacion

multiple de Dunnett *p<0.05.

La Figura 11 muestra la actividad antioxidante que presentaron los extractos
organicos de Laurus nobilis en donde el EHHL en sus concentraciones de 25,
12.5y 6.25 pg/mL tuvo un porcentaje de 18.16 £ 2.10 %, 14.93 £ 2.74 % y 15.49
+ 1.81 % respectivamente. EI EDHL tuvo un porcentaje de 19.39 + 3.10 %, 22.99
+3.93 %y 17.54 £ 0.99 % respectivamente. El EMHL tuvo un porcentaje de 29.18
+1.28 %, 28.45+£2.91 % y 17.09 + 2.09 % respectivamente.
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Figura 11.Porcentaje de la actividad antioxidante de los extractos de Laurus nobilis
evaluados por el ensayo DPPH. Resultados mostrados como el promedio + EE.
ANOVA de dos vias seguida de una prueba de comparacién multiple de Dunnett
*p<0.05.

La Figura 12 muestra la actividad antioxidante que presentaron los extractos
organicos de Marrubium vulgare en donde el EHHS en sus concentraciones de
25, 12.5y 6.25 pyg/mL tuvo un porcentaje de 9.62 + 4.06 %, 8.97 + 3.01 % y 8.27
* 2.76 % respectivamente. El EDHS tuvo un porcentaje de 13.61 + 5.23 %, 8.24
£ 1.15 %y 9.24 £ 1.15 % respectivamente. El EMHS tuvo un porcentaje de 18.31
+5.22 %,9.25+3.49 % y 10.71 £ 5.07 % respectivamente.
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Figura 12.Porcentaje de la actividad antioxidante de los extractos de Marrubium
vulgare evaluados por el ensayo DPPH. Resultados mostrados como el promedio
+ EE. ANOVA de dos vias seguida de una prueba de comparacién multiple de
Dunnett *p<0.05.

La Figura 13 muestra la actividad antioxidante que presentaron los extractos
organicos de Ficus carica en donde el EHHHi en sus concentraciones de 25, 12.5
y 6.25 pg/mL tuvo un porcentaje de 10.74 + 3.94 %, 9.57 £ 3.12 % y 11.83 + 3.51
% respectivamente. El EDHHi tuvo un porcentaje de 13.27 + 2.28 %, 12.23 + 1.50
%y 16.42 £ 1.83 % respectivamente. E| EMHHiI tuvo un porcentaje de 11.81 £
1.85 %, 8.44 + 3.24 % y 10.39 + 3.79 % respectivamente.
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Figura 13.Porcentaje de la actividad antioxidante de los extractos de Ficus carica
evaluados por el ensayo DPPH. Resultados mostrados como el promedio + EE.
ANOVA de dos vias seguida de una prueba de comparacién multiple de Dunnett
*p<0.05.

Un grafico QQ normal o cuantil-cuantil es un diagrama de dispersién que compara
dos conjuntos de cuantiles entre si, por un lado, cuantiles de las muestras
observadas y por otro lado los cuantiles que se esperan observar si las muestras
estuvieran distribuidas normalmente (representados como una linea recta); si los
datos se encuentran en la linea o cerca de ella quiere decir que tienen una
distribucion aproximadamente normal. El eje Y muestra los percentiles de la
muestra, mientras que el eje X muestra los valores de cuantiles teéricos (Ford,
2015; Kent State University, 2024).

Es una buena herramienta visual que ayuda a determinar la normalidad de un
conjunto de datos sin embargo es algo subjetivo ya que no genera un resultado
cuantitativo para comprobarlo, por lo que se recomienda realizar una prueba de
hipotesis para complementar la normalidad de la muestra. Una de ellas es la

prueba Shapiro-Wilk que se aplica a los datos de una muestra con la hipoétesis
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nula de que la muestra se ha generado a partir de una distribucion normal. Un
valor de p mayor que el nivel de significancia (normalmente elegido como 0.05)
indica que se acepta dicha hipdtesis nula por lo que la muestra se ha generado
a partir de una distribucién normal; mientras que si el valor de p es menor a 0.05
se rechaza la hipotesis nula y se dice que hay evidencia suficiente para para
concluir que los datos no se distribuyen normalmente. Esta herramienta
estadistica se ocupa para tamafnos de muestra pequefios ya que es muy sensible
cuando se trabaja con conjuntos de datos grandes (Kent State University, 2024;
Malato, 2023).

Se utilizé el software estadistico GraphPad Prism versién 8.0.1, por un lado, para
realizar graficos QQ normal de los datos obtenidos de la prueba de antioxidantes
por el método de DPPH y visualizar si estos se distribuyen normalmente; por otro
lado, se utiliz6 para realizar la prueba de hipoétesis estadistica Shapiro-Wilk para
comprobar de manera cuantitativa si realmente el conjunto de datos presenta una
distribuciéon normal. A pesar de que el software puede realizar otras pruebas de
hipétesis nula como por ejemplo la prueba de Anderson-Darling, la de D'Agostino-
Pearson y la de Kolmogdérov-Smirnov, no se ocuparon ya que para esas pruebas

se necesita un tamafio de muestra grande.

La Figura 14 muestra el grafico QQ normal de los extractos organicos de hoja de
Taraxacum officinale de la prueba de antioxidantes, se observdé que los tres
extractos presentaron una distribucion normal incluida la sustancia patrén que es
el acido ascorbico, porque se encuentran sobre la linea recta. Para la prueba
Shapiro-Wilk las muestras de EHHDL y EMHDL tuvieron un valor de p de 0.84 y
0.97 respectivamente, lo que nos indica que los datos se distribuyen de manera
normal porque los valores de p son mayores que el nivel de significancia 0.05. El
valor de p de la sustancia patrén fue de 0.07 por lo que de igual manera se
distribuye normalmente a pesar de estar algo separada de la linea recta del

grafico QQ normal.
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Figura 14. Gréfico cuantil-cuantil normal de los extractos de hoja de Taraxacum

officinale evaluados por el ensayo DPPH.

La Figura 15 muestra el grafico QQ normal de los extractos organicos de Laurus
nobilis de la prueba de antioxidantes, se observdé que los tres extractos
presentaron una distribucién normal incluida la sustancia patrén porque se
encuentran sobre la linea recta. Para la prueba Shapiro-Wilk las muestras de
EHHL, EDHL y EMHL tuvieron un valor de p de 0.31, 0.65 y 0.10 respectivamente,
lo que nos indica que los datos se distribuyen de manera normal porque los
valores de p son mayores que el nivel de significancia 0.05. De los tres extractos
EMHL fue el que tuvo un valor de p mas bajo, es por eso que en el grafico tiende
a alejarse un poco de la linea recta.
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Figura 15.Grafico cuantil-cuantil normal de los extractos de Laurus nobilis evaluados
por el ensayo DPPH.

La Figura 16 muestra el grafico QQ normal de los extractos organicos de hierba
de sapo de la prueba de antioxidantes, se observdé que los tres extractos
presentaron una distribucion normal incluida la sustancia patrén porque se
encuentran sobre la linea recta. Para la prueba Shapiro-Wilk las muestras de
EHHS, EDHS y EMHS tuvieron un valor de p de 0.96, 0.34 y 0.29
respectivamente, lo que nos indica que los datos se distribuyen de manera normal

porque los valores de p son mayores que el nivel de significancia 0.05.
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Figura 16.Porcentaje de la actividad antioxidante de los extractos de Marrubium
vulgare evaluados por el ensayo DPPH.

La Figura 17 muestra el grafico QQ normal de los extractos organicos de Ficus
carica de la prueba de antioxidantes, se observd que los tres extractos
presentaron una distribucion normal incluida la sustancia patron porque se
encuentran sobre la linea recta. Para la prueba Shapiro-Wilk las muestras de
EHHHi, EDHHi y EMHHi tuvieron un valor de p de 0.96, 0.46 y 0.83
respectivamente, lo que nos indica que los datos se distribuyen de manera normal

porque los valores de p son mayores que el nivel de significancia 0.05.
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Figura 17.Porcentaje de la actividad antioxidante de los extractos de Ficus carica
evaluados por el ensayo DPPH.
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6.5 Cromatografia en columna abierta
Se ocup6 EDHHi por ser el extracto organico con mayor actividad
traqueorrelajante, debido a que no habia cantidad suficiente de extracto se
ocuparon muestras de dos diferentes colectas (0.7312 g y 0.3274 g) obteniendo
asi 1,0586 g de EDHHi total para su fraccionamiento. La elucién de la columna
inicié con hexano como fase mévil y se fue aumentando la polaridad con mezclas
de hexano, diclorometano y metanol (Tabla 5). El fraccionamiento primario
genero un total de 408 fracciones y para disminuir este numero se realizo
cromatografia en capa fina, uniendo las distintas fracciones por similitud
cromatografica y de esta manera se generaron 5 fracciones finales de EDHHi

como se puede observar en la Figura 18.

Tabla 5. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna abierta.

Hexano 100 1-48 F1

90:10 47 — 60 F2

61 —-67 F3

80:20 68 — 84 F4

85 —-92 F5

70:30 93 - 108 F6

109 — 126 F7

60:40 127 - 132 F8

Hexano:diclorometano 133 — 137 F9
138 — 149 F10

150 — 154 F11
50:50 155 — 157 F12
158 — 170 F13
171 -176 F14
177 — 188 F15
45:55 189 — 199 F16
200 — 211 F17
212 - 238 F18
Hexano:diclorometano:metanol 45:54:1 239 — 244 F19
245 — 251 F20

252 -258 F21
259 — 265 F22
Hexano:diclorometano:metanol 45:53:2 266 — 273 F23
274 — 291 F24
292 — 295 F25
Hexano:diclorometano:metanol 45:52:3 296 — 317 F26
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Hexano:diclorometano:metanol 45:51:4 318 — 358 F27

Hexano:diclorometano:metanol 359 — 386 F28
45:50:5 387 — 408 F29

N/A F31

Metanol 100 N/A F30

Fraccion final 1

F1_F2
F3-F5

Se recolectaron |} Fraccion
408 tubos | FUSIE 3.5

Fraccion final 2

Fraccion final 3

F12 - F21

F29 - F31 Fraccion final 5

Figura 18. Resumen del fraccionamiento primario de EDHHi.

Fraccion final 4

En las Figuras 19, 20 y 21 se muestran las cromatografias en capa fina
realizadas a las fracciones que se juntaron de los 408 tubos. En la Figura 19 se
plaqueo de la fraccién 1 a la fraccidén 11 usando como fase mévil una proporcién
50:50 hexano:diclororometano porque como fueron las primeras fracciones en
salir tenian una polaridad baja. Se observé que tanto F1 como F2 se veian igual
después de revelar la cromatoplaca a) por lo que se juntaron; de igual manera de
la fraccidén 3 a la 5 se juntaron porque presentaron las mismas manchas en la
cromatoplaca b); también se juntaron F6 a F9 porque al revelar con UV y yodo
presentaron un mismo recorrido de sus componentes y finalmente se junté F10y

F11 ya que en las tres placas se ven casi iguales.
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Figura 19. Cromatografia en capa fina de las fracciones 1-11 del extracto
diclorometanico de Ficus carica. a) Cromatoplaca revelada con luz UV de onda
corta. b) Revelacién con luz UV de onda larga. c) Revelacion con yodo.

La Figura 20 muestra una cromatoplaca revelada en donde se colocaron las
muestras de la fraccion 12 a la fraccién 22 y como fase movil se utilizé una
proporcion 45:54:1 hexano:diclorometano:metanol porque las fracciones tenian
una mayor polaridad. En este caso la cromatoplaca b) no proporcioné mucha
informacion en cuanto al contenido metabdlico, sin embargo en la placa a) y c) si
se aprecian los componentes de las fracciones. Se junto de la fracciéon 12 a la 21
ya que de manera general se observé que esas fracciones tienen mucha similitud,

sobre todo al verlas en la placa a).
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Figura 20. Cromatografia en capa fina de las fracciones 12-22 del extracto
diclorometanico de Ficus carica. a) Cromatoplaca revelada con luz UV de onda

corta. b) Revelacion con luz UV de onda larga. ¢) Revelacién con yodo.

La Figura 21 muestra cdmo se plaquearon las ultimas fracciones de la F23 a la
F31, se volvid a utilizar la misma proporcion de fase movil 45:54:1
hexano:diclorometano:metanol porque hubo una buena separacion de las
muestras. En las tres cromatoplacas se observd que de F22 a F28 tuvieron
manchas que se visualizaron a la misma altura, ademas de observarse una
caracteristica banda color verde a la mitad de la placa, es por eso que se decidio

juntar estas fracciones; finalmente se juntaron F29 a F31 por que se veian igual.
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Figura 21. Cromatografia en capa fina de las fracciones 23-31 del extracto
diclorometanico de Ficus carica. a) Cromatoplaca revelada con luz UV de onda

corta. b) Revelacion con luz UV de onda larga. ¢) Revelacién con yodo.

Después de separar las fracciones por similitud cromatografica se redujo el
numero de fracciones obtenidas, pasando de 31 fracciones a 7 fracciones. Para
comprobar que esas 7 fracciones eran distintas se volvio a realizar una
cromatografia en capa fina (Figura 22). Al tener que realizar una cromatografia
en placa fina que considera todas las fracciones reunidas, se buscoé una
proporcion de fase mdévil la cual sirviera para eluir y separar todas las fracciones
en una sola cromatoplaca; la fase movil que se ocupd fue 45:54:1
hexano:diclorometano:metanol ya que fue esa fase la que proporcioné una mejor

resolucién al momento de eluir la mayoria de las fracciones (Figura 20 y 21).
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Figura 22. Cromatografia en capa fina de las fracciones finales 1-7 del extracto
diclorometanico de Ficus carica. a) Cromatoplaca revelada con luz UV de onda

corta. b) Revelacion con luz UV de onda larga. ¢) Revelacién con yodo.

La Figura 22 mostr6é que las 7 fracciones eran distintas, sin embargo, de la
fraccidn 3 a la fraccidn 5 se veian casi idénticas ya que presentaron manchas
que se desplazaron a la misma altura. Para comprobar si estas tres fracciones
eran iguales o diferentes se volvié a realizar otra cromatografia en capa fina
(Figura 23) solo que esta vez se buscd una fase movil de menor polaridad para
evitar que los compuestos no llegaran cerca del frente de elucion y obtener una
mejor resolucion. La fase mévili que se ocupd fue 60:39:1
hexano:diclorometano:metanol. De manera general se observo que en las tres
cromatoplacas presentaban una resolucién similar de sus componentes, por lo
que se decidié juntar las tres fracciones. De esta manera el numero de fracciones

finales fue de 5 (Figura 18).
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Figura 23. Cromatografia en capa fina de las fracciones finales 3-5 del extracto
diclorometanico de Ficus carica. a) Cromatoplaca revelada con luz UV de onda

corta. b) Revelacion con luz UV de onda larga. ¢) Revelacién con yodo.
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7 CONCLUSIONES

Los extractos organicos que presentaron un mayor efecto
traqueorrelajante fueron los diclorometanicos de hoja de Ficus carica
(103.55 £ 1.74 %) seguido de Laurus nobilis (95.72 £ 3.70 %), mientras
que para la mayoria de los demas extractos su actividad fue menor al 50%.
El tamizaje fitoquimico y la cromatografia en capa fina realizado a los
extractos organicos de todas las plantas indic6é que casi todos ellos
contienen anillos aromaticos en sus estructuras quimicas e insaturaciones
causadas por enlaces dobles o triples; ademas en su mayoria contienen
metabolitos secundarios como fenoles, glicésidos, esteroles, triterpenos,
flavonoides, cumarinas entre otros.

La capacidad antioxidante de todos los extractos organicos fue muy baja
(menor al 30%), sin embargo, esto no es del todo malo ya que ayudarian
al sistema antioxidante de los pulmones a disminuir la produccién de
especies reactivas y a su vez mitigar un posible estrés oxidativo al cuerpo;
por lo tanto, mitigaria el asma aguda al disminuir la hiperreactividad y la
inflamacion de las vias respiratorias.

El fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del
extracto diclorometanico de Ficus carica permitio obtener un total de 408
fracciones iniciales de las cuales por similitud cromatografica se redujeron

y concentraron a un total de 5 fracciones finales.
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