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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA Y ANTIOXIDANTE DE LAS
ESPECIES Barkleyanthus salicifolius Kunth y

Penstemon gentianoides H.B.K.

RESUMEN

En el presente trabajo se realizd el estudio biolégico y fitoquimico de las
especies B. salicifolius y P. gentianoides empleadas en la medicina tradicional por sus
propiedades anti-inflamatorias, se determiné la actividad antioxidante de los extractos
organicos mediante ensayos como DPPH’, TBARS, ORAC, FRAP asi como su
contenido de compuestos fendlicos. Por otro lado se evalio la actividad anti-
inflamatoria de los extractos en el modelo de induccion de la inflamacion en oreja de
raton empleando TPA y la inhibicion de la expresion de dos enzimas directamente
relacionadas con la inflamacién, como son iINOS y COX-2 en la linea celular
macrofagos murinos RAW 264.7. Se empled esta misma linea célular como modelo
bioldgico para determinar la inhibicién del estrés oxidativo.

La particién en AcOEt de las hojas de P. gentianoides presenté mayor actividad
antioxidante en los modelos empleados con una Clsp de 14.1 y 18.5 pg/mL en los
ensayos DPPH" y TBARS, 3524.8 umol TE/g y 377.9 umol CatE/g en los ensayos
ORAC y FRAP respectivamente. También presentd la mayor concentracion de
compuestos fendlicos (591.8 umol CatE/g). Se realizo0 el fraccionamiento por
cromatografia obteniéndose ocho fracciones de las cuales la fraccion F-5 fue la que
present6 mayor actividad antioxidante con una Clso de 38.6 ug/mL en DPPH’, 15501.8
pmol TE/g y 1235.0 umol CatE/g asi como el mayor contenido de compuesto fendlicos
4931.31 umol de Cat E/g.

En el modelo de inhibicién de las expresion de las enzimas iINOS y COX-2, en la
inhibicion de la produccion nitritos y en la inhibicion del estrés oxidativo en las células
RAW 264.7. La particion E presenté la mayor inhibiciéon de la expresién de ambas
enzimas, en la produccion de nitritos (80%) y en la inhibicion del estrés oxidativo
(52.3%) pero no asi la fraccion F-5 presentd la mayor actividad, siendo la F-3 la que



presentara la mayor inhibicion en la expresion de ambas enzimas, en la produccion de
nitritos (95%) y en la inhibicién del estés oxidativo (46%).

Estas fracciones se sometieron a cc. Los compuestos obtenidos fueron
identificados mediante técnicas espectroscépicas como RMN *H y RMN *C, asi como
experimentos bidimensionales homonucleares y heteronucleares y técnicas
espectrométricas. Los compuestos obtenidos fueron verbascosido y martindsido (F-5),
luteolina y diosmetina (F-3), globularicisina (F-4), penstemindsido (F-1, compuesto
nuevo), plantarenaldsido (extracto crudo de MeOH).

De estos compuestos los flavonoides Iuteolina y diosmetina presentaron
actividad inhibidora de la expresion de las enzimas iINOS y COX-2 en las células RAW
264.7, asi como en la inhibicién en la produccién de nitritos. En el ensayo de actividad
antioxidante solo la luteolina presenté actividad inhibidora del estrés oxidativo
empleando el mismo sistema.

En los ensayos de actividad antioxidante DPPH’ y TBARS luteolina y diosmetina
asi como los fenilpropanoides martinésido y verbascésido presentaron actividad
antioxidante siendo los mas activos la luteolina y el verbascésido (50 uM; 66.2 y 87.25
en DPPH"y 93.28 y 87.53 en TBARS respectivamente)

Con los resultados obtenidos en los modelos empleados se demostré que P.
gentianoides presenta mezclas de compuestos con fuerte actividad antioxidante en los
modelos quimicos, asi como en los sistemas biolégicos utilizados.

También es evidente que los compuestos que presentan una fuerte actividad
antioxidante no presentan una inhibicién en la expresion de las enzimas iINOS y COX-2

la cuales se encuentran estrechamente ligadas con los procesos inflamatorios.



ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF
Barkleyanthus salicifolius Kunth y

Penstemon gentianoides H.B.K.

ABSTRACT

We performed a biological and phytochemical study of two plants used in
traditional medicine because of their antioxidant and anti-inflammatory properties. Both
plants were subjected to a biodirected fractionation using organic extracts and
evaluating the biological activity. The antioxidant activity was screened using chemical
assays such as DPPH’, TBARS, ORAC, FRAP and content of phenols. Anti
inflammatory activity was evaluated by two methods: 1) ear rat inflammation induction
method, using TPA, and 2) the inhibition of expression of two enzymes involved with the
inflammation process, INOX and COX-2 in murine macrophage cell line RAW 264.7.
Oxidative stress also was determined in the same cell line.

Ethyl acetate partition showed the highest antioxidant activity, with an ICsp of 14.1
and 18.5 pg/mL in DPPH’ and TBARS assays; 3524.8 umol TE/g and 377.9 pumol
CatE/g in ORAC and FRAPS assays, as well as the highest content of phenols (591.8
pmol CatE/g). Fractionation of this partition by column chromatography produced eight
fractions, being F-5 the fraction with the highest antioxidant activity, with an 1Cs, of 38.6
pg/mL in DPPH" , 15501.8 umol TE/g and 1235.0 umol CatE/g, and with phenol
concentration of 4931.31 umol Cat E/g. On the other hand, partition E showed the
highest inhibition of INOS and COX-2 expression, reduced nitrate production (80%), and
decreased oxidative stress by 52.3%.

Chemical compounds were identified by spectroscopic techniques, such as,
'"HNMR and ' CNMR, including two-dimensional homonuclear (COSY) and
heteronuclear (HMBC, FLOCK and COLOC). The identified compounds were
verbascoside and martinoside (F-5), luteoline and diosmetine (F-3), globularisicine (F-
4), pensteminoside (F-1, new compound), and plantarenaloside (from whole MeOH
extract). From these compounds luteolin and diosmetin, flavonoids had high inhibitory



activity on the expression of INOS and COX-2, and in nitrite production, and also
decreased oxidative stress. In DPPH' and TABARS antioxidant assays luteolin,
diosmetin, martinoside and verbascoside compounds at 50 uM had antioxidant
activities, showing the highest activity luteolin and verbascoside (66.2% and 87.25% in
DPPH’ and 93.28% and 87.53% in TBARS).

In this study we isolated compounds from P. gentianoides compounds with strong
antioxidant activity, but low or none anti inflammatory effect.



ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA Y ANTIOXIDANTE DE LAS
ESPECIES Barkleyanthus salicifolius Kunth y

Penstemon gentianoides H.B.K.

1. PROLOGO

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que entre 65y 80 por ciento
de la poblacion del mundo, depende de la medicina tradicional como su forma primaria
de atencion a la salud (Cordell, 1995). El uso de las plantas en la medicina tradicional
en nuestro pais es muy amplio, y actualmente representa una valiosa fuente de
extractos y compuestos bioldégicamente activos y estructuralmente novedosos para ser
investigados, los cuales a su vez pueden ser empleados para el desarrollo de nuevos
farmacos (De la Heras et al., 1998).

En la actualidad existe un avance significativo en los estudios de una gran
cantidad de especies de plantas, tanto de sus extractos crudos, fracciones y
principalmente de compuestos puros aislados de ellas, que estan enfocados al
descubrimiento y desarrollo de nuevas substancias con actividad biologica. Con lo que
respecta al objetivo de este trabajo, en publicaciones recientes se han descrito estudios
con diversas especies de plantas con propiedades antiinflamatorias empleadas en la
medicina tradicional de diferentes paises; estos estudios se han enfocado al
aislamiento e identificacién de los compuestos responsables y a la comprobacién de su
actividad por diversos modelos, teniendo un gran impacto las pruebas de actividad
antioxidante como pruebas complementarias, y para determinar sus mecanismos de
accion.

El presente trabajo de tesis doctoral tiene como objetivo aportar informacion
cientifica enfocada al estudio fitoquimico y de actividad biologica de las especies B.
salicifolius y P. gentianoides empleadas en la medicina tradicional mexicana por sus

propiedades antiinflamatorias.



2. INTRODUCCION

2.1 Inflamacién

La inflamacion puede ser definida como la respuesta fisiolégica del sistema de
microcirculacién y sus contenidos a un dafio, con el fin de aislar y destruir al agente
dafino, asi como reparar el tejido u érgano afectado. En el ambito macroscopico, la
respuesta se acompafa de los conocidos signos clinicos como rubor, tumor o edema,
calor y dolor.

Diversos estimulos pueden provocar la reaccion inflamatoria, cada tipo de
estimulo presenta un patrén caracteristico de reaccion o de respuesta que constituye
una variante relativamente menor del mismo fendmeno. Los estudios se pueden
clasificar en tres grupos:

0] Fisicos: trauma mecanico, irradiacion, frio o calor;

(i) Quimicos; acidos, alcaloides, fenoles y otros irritantes inflamatorios como

turpentina, kaolin y carragenina.

(i) Infeccion e inmunidad: dafio provocado por organismos vivientes como
virus, bacterias, parasitos u hongos, y dafio por respuesta inmune como
hipersensibilidad (Sedgwick y Willoughby, 1985).

Los patdgenos pueden iniciar la respuesta inflamatoria por distintos e
idiosincraticos mecanismos, incluyendo la activacion del sistema de proteasas
plasmaticas por interaccion con los productos de degradacion de las paredes de las
células bacterianas constituidas principalmente de polisacaridos y lipopolisacaridos
(LPS) y por la secrecion de toxinas (Musher et al., 1996).

La habilidad para desencadenar una respuesta inflamatoria es esencial para la
supervivencia, dado los innumerables agentes patdgenos y lesivos ambientales
existentes; aunque el mayor problema que surge de la respuesta inflamatoria es que la
defensa se dirija tanto hacia agentes dafiinos como a no dafiinos, provocando en
algunas situaciones y enfermedades que la respuesta pueda ser intensificada y

perpetuada sin un beneficio manifiesto (Campbell y Halushka, 1999).



2.1.1 Tipos de inflamacién

La respuesta inflamatoria comprende la inflamacion aguda y la cronica. La
inflamacion aguda es rapida, ocurre en corto tiempo (minutos o dias), se responde de
manera uniforme a un dafio agudo, y esté caracterizada por la acumulacion de fluidos,
proteinas plasmaticas y neutrofilos. En contraste, en la inflamacion crénica se observan
fendmenos de larga duracién (semanas, meses o indefinidamente) e incluye flujo de

linfocitos, macréfagos y crecimiento de fibroblastos (Rosember y Gallin, 1999).

2.1.2 Inflamacion aguda

En la inflamacion aguda se inician una serie de eventos moleculares como la
produccion de mediadores solubles pro-inflamatorios que promueven la sintomatologia
de la inflamacion, los que incluyen:

1. Vasodilatacién. Es uno de los sintomas tempranos a dafio agudo. Las
arteriolas son las primeras involucradas, seguidas por los capilares, resultando en el
incremento del flujo sanguineo. Este incremento es el responsable de las
caracteristicas de calor y rubor.

2. Incremento de la permeabilidad vascular. En respuesta a un estimulo
inflamatorio las células endoteliales que recubren las vénulas disminuyen sus uniones
intercelulares produciendo poros, permitiendo el paso de proteinas plasmaticas y por lo
tanto generando un edema.

3. Agrupamiento y activacion de células. Una de las respuestas iniciales y
cruciales de la inflamacién es el agrupamiento de neutrdfilos, macréfagos y leucocitos
del flujo sanguineo al foco de inflamacién para destruir y, si es posible, eliminar la
sustancia extrafa.

4. Fiebre o calor. Los agentes productores del calor conocidos como pirdgenos
son producidos por los leucocitos en respuesta a un estimulo especifico, como el de las
endotoxinas bacterianas. Diversos mediadores pro inflamatorios estan involucrados en
este proceso, como son interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a) y

prostaglandinas (Rosenberg y Gallin, 1999).



2.1.3 Inflamacioén crénica

La inflamacion cronica es el resultado de una respuesta prolongada de la
inflamacion aguda que no ha podido ser reparada. La transicién de la inflamacion
aguda a inflamacion cronica puede ser el resultado de tres mecanismos diferentes:

1) persistencia del dafio inflamatorio,

2) la presencia de un antigeno enddgeno, o

3) varios factores enddgenos los cuales pueden alterar el tipo de célula y su

funcion en el sitio de inflamacién (Mackay et al., 1985).

En algunos casos el estimulo en la inflamacion cronica puede ser un
componente “normal” del tejido. Esto ocurre en enfermedades inflamatorias donde el
proceso es iniciado y mantenido por una anormalidad en la regulacién de la respuesta
inmune a un propio tejido, conocido también como enfermedad autoinmune
(http://medweb.bham.ac.uk).

Ejemplos de enfermedades que involucran la inflamacion cronica:

e Tuberculosis.

e Colecistitis cronica.

e Bronquiectasis.

e Artritis reumatoide.

e Tiroiditis de Hashimoto.

e Enfermedad inflamatoria del intestino (colitis ulcerativa y enfermedad de

Crohn’s).

e Silicosis y otras neumoconosis.
e Rechazo de implantes.

La histologia encontrada en la inflamacion crénica incluye la formacion de
granulomas —principalmente macrofagos vy linfocitos- que son rodeados eventualmente
por una membrana fibrética- que se forma en los tejidos como parte de una respuesta
inflamatoria a una irritacién persistente, asi como crecimiento de fibroblastos y tejido
vascular (Wynn y Cheever, 1995).

Algunos trabajos sobre la inflamacién crénica se han enfocado en el papel del
factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-xB) cuya actividad ha sido asociada con

endotoxinas, citocinas, virus y oxidantes. Cuando el factor NF-kB es activado regula la



expresion de enzimas pro inflamatorias, de moléculas de adhesion, de E-selectinas y

numerosas citocinas quimiotacticas.

2.1.4 Mediadores moleculares involucrados en la inflamacién

Los procesos de inflamacion son iniciados, regulados y por ultimo eliminados por
la accion de numerosas sustancias llamadas mediadores inflamatorios solubles, entre
las que se encuentran: las citocinas proinflamatorias, aminas y péptidos, mediadores
lipidicos, 6xido nitrico, especies reactivasl del oxigneo y proteasas plasmaticas (Tabla
1). Algunos de estos mediadores existen en forma inactiva y son activados como
inflamacion; otros son sintetizados y/o

productos de la liberados por células

involucradas en respuesta la respuesta inflamatoria (Rosenberg et al., 1999).

Tabla 1. Mediadores moleculares involucrados en la inflamacion
(Rosenberg et al., 1999).

I. Citocinas proinflamatorias
IL-1
IL-6
IL-8
IL-12
Factor de necrosis tumoral (TNF-a)
Interferén-y (IFN-y)

[ll. Aminas y péptidos
Histamina
Serotonina
Neuropéptidos

II. Mediadores lipidicos
Prostaglandinas
Leucotrienos
Factor activador de plaquetas

IV. Oxido Nitrico (NO)
V. Especies reactivas del oxigeno (ERO)
VI. Proteasas plasmaticas

Complemento (C3)
Cininas (Bradicinina)

2.1.5 Mediadores celulares involucrados en la inflamacion

En la respuesta inflamatoria estan involucradas una gran cantidad de células,
entre las que destacan las células fagociticas profesionales (neutréfilos, basofilos,
eosindéfilos, monocitos y macréfagos) estas son las principales responsables de la
fagocitosis y la destruccion de microorganismos extrafios, entre otras funciones. Las
células fagociticas responden a los mediadores solubles de la inflamacién mediante la

migracion al sitio dafiado para la ingesta y destruccion de patégenos invasores, asi



como del tejido afectado, permitiendo la reparacion del dafio. Estas células fagociticas
llevan acabo sus funciones de eliminacion del material extrafio a través de una
variedad de mecanismos los cuales pueden estar divididos en: 1) los que son
dependientes del oxigeno y 2) los que son independientes del oxigeno.

Por otro lado, en la respuesta inflamatoria aguda se considera que las
principales células involucradas son leucocitos polimorfonucleares (neutrofilos,
basdfilos y eosindfilos) y en las lesiones crénicas las células mononucleares (monocitos

y macrofagos) (Mackay et al., 1985).

2.1.5.a Neutrofilos

Los neutrdfilos, son células blancas que pertenecen a los "Granulocitos", miden
de 12 a 18 micrometros, representan entre un 40 a 75% siendo las células mas
abundante en la sangre. Se caracterizan por presentar un ndcleo con cromatina
compacta segmentada en 2 a 5 lobulos conectados por delgados puentes. Su
citoplasma contiene abundantes granulos finos color purpura que contienen
abundantes enzimas destructoras, asi como una sustancia antibacteriana llamada
fagocitina, necesarias para la lucha contra los agentes extrafios (Cruse et al., 2004).

Los leucocitos neutrofilicos son las principales células involucradas en el sistema
inmune y en la inflamacién. El neutréfilo es una célula muy maovil y su consistencia
gelatinosa le facilita atravesar las paredes de los vasos sanguineos y migrar hacia los
tejidos para destruir microbios y responder a estimulos inflamatorios. La principal
funcién de los neutrdfilos es la de detener o retardar la accién de agentes infecciosos o
materiales extrafios. Su propiedad mas importante es la fagocitosis y son capaces de
ingerir bacterias y pequefias particulas.

Un componente importante en el mecanismo de defensa de los neutrofilos es el
complejo enzimatico conocido como NADPH oxidasa, el cual es el principal
responsable de la produccién del radical anién superoxido (O,*) (Henderson et al.,
1996). Esta enzima ensamblada en la membrana fagosomal contiene dos componentes
integrales de la membrana gp91-phox y p22-phox (de phagocyte oxidase) y tres
componentes citosoélicos p-47phox, p67-phox y rac que catalizan la producciéon del O™

a partir de oxigeno molecular y electrones libres; después el O," es convertido al



metabolito téxico perdéxido de hidrégeno (H.O,) por la accion de la superdxido
dismutasa, o a acido hipocloroso por la proteina mieloperoxidasa. Por otro lado, los
neutrofilos también son capaces de producir mediadores pro-inflatorios como IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-8, entre otros.

2.1.5. b Monocitos y macrofagos

Los macrofagos son células del sistema inmune que se localizan en los tejidos,
los cuales provienen de la migracion de los monocitos (leucocitos) a través de los
capilares sanguineos. Esta diferenciacion de monocito a macréfago involucra varios
cambios, por ejemplo el monocito aumenta su tamafo de 5 a 10 veces, sus organelos
incrementan tanto en numero como en complejidad, adquiere capacidad fagocitica,
produce altas concentraciones de enzimas liticas y empieza a secretar gran variedad
de sustancias que realizan diferentes funciones, como inhibir el crecimiento de una
variedad de células y microorganismos (Cohn, 1983). La actividad de los macrofagos
es una actividad complementaria a los neutrofilos durante la inflamacion aguda, y estos
toman un papel central durante la inflamacion cronica (Rosenberg y Gallin, 1999).

Los macréfagos forman parte de la inmunidad celular innata, es decir, inician una
respuesta natural contra los microorganismos, debido a que presentan receptores de
membrana para numerosas moléculas bacterianas, como son: receptor para
lipopolisacéaridos (CD14), receptores C11b/CD18, receptores para manosas, y receptor
para glucidos (Gordon, 1999).

La estimulacién de los macrofagos con lipopolisacéridos (LPS) y/o interferon-y
(IFN-y) resulta entre otras respuestas en la expresion de dos enzimas importantes en la
respuesta inflamatoria, 1) la Oxido nitrico sintasa inducible (INOS) y 2) la
ciclooxigenasa-2 (COX-2). Por otro lado, los macréfagos al ser activados aumentan el
consumo de oxigeno molecular y la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) ayudando en la defensa contra organismos invasores y estimulando la

produccion de intermediarios inflamatorios como IL-1, TNF-a, entre otros.



2.1.7 Enzimas involucradas en la inflamacion

2.1.7.a Fosfolipasa A, (PLA)).

La fosfolipasa A, (PLA2) es una enzima que hidroliza el enlace éster sn-2 de los
glicerofosfolipidos liberando acidos grasos, principalmente el acido araquidénico y
lisofosfolipidos. La fosfolipasa A2 es producida por numerosas células bajo la accion de
diferentes estimulos como la IL-1, TNF-a y lipopolisacéridos, los cuales provocan su
acumulacion en los liquidos inflamatorios (Valdes et al., 2002).

El acido araquiddnico (acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico), es un acido graso de
20 carbonos, componente normal en los fosfolipidos de las membranas celulares. Una
vez liberado el acido araquidonico es metabolizado hasta obtener productos
oxigenados por la accion de diferentes sistemas enzimaticos como las ciclooxigenasas
(COX) y la lipooxigenasas (LOX) (Campbell y Halushka, 1996).

2.1.7.b Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

La COX también llamada prostaglandina sintetasa es una enzima que produce
prostaglandinas en la mayoria de los tejidos y tipos de células. Diferentes estudios han
mostrado que la actividad de COX se incrementa en los estados de inflamacion y es
inducida por citocinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento (DeWitt, 1991).
Siguiendo estas observaciones y de acuerdo a una amplia investigacion se
descubrieron dos isoformas existentes de COX. 1) La isoforma constitutiva
ciclooxigenasa-1 (COX-1), que se encuentra presente en el estbmago, intestino o rifion,
tejidos donde la produccion de prostaglandinas juega un papel citoprotector al
mantener los procesos fisiologicos normales, y 2) la isoforma inducible ciclooxigenasa-
2 (COX-2) la cual se expresa en los procesos inflamatorios en diversas células
incluyendo fibroblastos y macréfagos, los cuales aumentan en gran medida la
produccion de prostaglandinas proinflamatorias (Smith et al., 2000; Wu, 1995).

Las prostaglandinas son formadas en una conversion de dos pasos del acido
araquidonico (Figura 1). Primero la enzima convierte el &cido araquidénico a
endoperoxido ciclico (PGG;) por la accién de la ciclooxigenasa (COX), la cual

promueve la captura de dos moléculas de oxigeno para formar el anillo endoperéxido



en los carbonos C-9 y C-11 y el grupo hidroperéxido en C-15 dando lugar a PGG.. La
segunda actividad involucra la reduccion del peroxido para producir PGH, con un grupo
hidroxilo en C-15, que es esencial para la actividad biolégica. PGH, es un producto
intermediario inestable del metabolismo del acido araquiddnico, que es rapidamente
convertido a una variedad de productos que incluyen prostaglandinas como PGE,,
PGF, PGD,, tromboxanos; TXA, o prostaciclinas; PGIl, por enzimas isomerasas
especificas (Needleman et al., 1986).
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Figura 1. Formacion de prostanoides derivados del acido araquiddnico
mediada por la enzima ciclooxigenasa. (Adaptado de Campbell y Halushka, 1996).



2.1.7.c Oxido nitrico sintasa inducible (iINOS)

Las enzimas Oxido nitrico sintasas (NOS por sus siglas en ingles nitric oxide
synthase) estan divididas en una familia de tres enzimas conocidas como 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS), neuronal (NNOS) e inducible (iNOS) (Tabla 2). Estas
enzimas son las responsables de la produccion de 6xido nitrico (NO®) (Figura 2), el cual
es una molécula altamente prooxidante y conocida también como un radical libre. El
NO* esta involucrado en diversos mecanismos celulares como vasodilatador, en
sefalizacion celular, asi como en mecanismos de defensa (Nathan et al., 1994; Xie et
al., 1994).

En la respuesta inflamatoria la isoforma que se expresa es la INOS, la cual se
presenta especialmente en los macréfagos, y esta regulada a nivel transcripcional por
diferentes estimulos extracelulares como son: componentes de la pared celular
bacteriana, principalmente lipopolisacaridos (LPS) o varias citocinas (Nathan et al.,
1994).

Se ha demostrado que el NO® tiene actividad citotoxica frente a diferentes
materiales extrafios o infecciosos, como son bacterias, parasitos, helmintos y virus, asi
como frente a células tumorales (Moncada et al., 1991; Palmer et al., 1988; Hibbs et
al., 1987). Durante el proceso inflamatorio la produccion de NO® se incrementa
significativamente y puede llegar a ser “autodestructiva como se ha reportado en las
enfermedades inflamatorias cronicas como artritis o enfermedad de Crohn’s. Asi
mismo, se ha observado la sobreproduccion de NO® en enfermedades auto inmunes,
rechazo en el trasplante de érganos y sepsis (Hooper et al., 1995; Schmidt; Walter,
1994).

La COX-2 y la INOS son dos de las principales enzimas involucradas en la
respuesta inflamatoria, ambas pueden ser activadas por el factor NF-xB, o bien pueden
ser activadas por las mismas citocinas proinflamatorias, por ERO, especies reactivas
del nitrégeno (ERN) y normalmente estan presentes en la misma célula o tejido al

mismo tiempo (Wu, 1995; Salvemini et al., 1993).



Tabla 2. Nomenclatura de las isoenzimas 6xido nitrico sintasa
(Nathan et al., 1994).

Numérica | Descripcién Definicion

NOS | nNOS Enzima constitutiva neuronal su actividad esta
regulada por Ca*" intracelular. La nNOS se

caracteriza por su baja produccion de NO°.

NOS I INOS Enzima inducida por citocinas, su actividad es
independiente de Ca®" intracelular. La iNOS se
expresa prototipicamente por macréfagos murinos

y se caracteriza por su alta produccion de NO*

NOS I eNOS Enzima constitutiva endotelial su actividad es
regulada por Ca*' intracelular. La eNOS se

caracteriza por su baja produccion de NO*

H_N_ _NH —oH
2 \|/ 2 HZNYN H,N 0]
a NADPH_ NH NADP NH
A + NO.
0, 0,
H,N™ ~COO- H,N"" ~COO- H;N" ~Coo-
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Oxido nitrico

Figura 2. Generacion del NO® por la oxidacién del atomo nitrégeno
guanidino terminal de la L-arginina empleando oxigeno molecular (O;) como

sustrato y NADPH como cofactor.

2.1.8 Factor nuclear kappa B (NF-xB)
Un factor de transcripcion particularmente importante en la respuesta inmune e
inflamatoria es el factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-«B). EI NF-xB es un

mensajero celular que actia como un factor de transcripcion el cual se expresa en una



gran variedad de células, muchos genes inducibles que codifican para citocinas,
guimiocinas, moléculas de adhesion celular, factores de crecimiento, proteinas de fase
aguda, factores de transcripcion y enzimas relacionadas con el estrés oxidativo

presentan sitios de union con el NF-xB (Tabla 3) (Kopp et al., 1995; Baeuerle, 1996).

Tabla 3. Estimulos que activan NF-«B

y proteinas reguladas por NF-xB (Barnes et al., 1997)

ESTIMULOS QUE ACTIVAN NF-xB PROTEINAS REGULADAS POR NF-kB
CITOCINAS CITOCINAS PRO INFLAMATORIAS
TNF-a TNF-a
IL-1B IL-1
IL-17 ) IL-2
ACTIVADORES DE PROTEINA CINASA C IL-6
Esteres de forbol Factor estimulador de colonias
Factor activador de plaquetas granulocitos-macréfagos
OXIDANTES QUIMIOCINAS
Perdxido de hidrégeno Interleucina-8
Ozono Proteina inflamatoria de macréfagos 1la
VIRUS Proteina quimiotactica de macréfagos 1
Rinovirus Gro-a, -Byy
Virus de la influenza Eotaxin
Virus Espstein-Barr ENZIMAS INFLAMATORIAS
Citomegalovirus Oxido nitrico sintasa inducible
Adenovirus Ciclooxigenasa-2
ESTIMULO INMUNE 5-Lipooxigenasa
Fitohemaglutinina Fosfolipasa A
Anticuerpos Anti-CD3 (activacion de | MOLECULAS DE ADHESION
linfocitos T) Molécula de adhesion intracelular 1
Antigenos Molécula de adhesion vascular 1
OTROS E-selectina
Lipopolisacaridos RECEPTORES
Radiacion ultravioleta Receptor de interleucina 2 (canal a)
Receptor de células T (canal B)

Diferentes estimulos activan el NF-xB incluyendo la proteina cinasa C, virus,
LPS y compuestos oxidantes (Kopp et al., 1995). La activacion del NF-kB permite un
incremento coordinado en la expresion de varios genes cuyos productos median la
repuesta inmune e inflamatoria. Los productos de los genes que estan regulados por

NF-xB también causan la activacion del NF-xB (Tabla 3). Este tipo de regulacion



positiva puede amplificar y perpetuar la respuesta inflamatoria local (Barnes et al.,

1997).

Estudios recientes han demostrado que NF-xkB es un factor de transcripcion

primordial en la expresién y la regulacion de COX-2 e INOS (Figura 3) enzimas

estrechamente relacionadas con la respuesta inflamatoria (Surh et al.,

etal.,

1997).
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Figura 3. Activacion del Factor NF-kB (tomado de Barnes et al.,

1997)

La respuesta inflamatoria es usualmente acompafiada por la generacién local de
ERO y ERN como el O,", el H,O, y NO®. Mientras que a altas concentraciones las ERO

y ERN atacan las células blanco y microorganismos, a bajas concentraciones sirven



como segundos mensajeros que transmiten sefiales inflamatorias a las células vecinas.
Las ERO y ERN pueden aumentar su efecto a través de la activacion del NF-xB, por lo
que los antioxidantes pueden actuar inhibiendo el NF-xB (Lee et al., 1998). Algunos
ejemplos de estos son los compuestos antioxidantes ditiocarbamato de pirrolidina y
acetilcisteina, los cuales bloquean la activacion de algunas proteinas cinasas (Schreck
et al., 1991).

2.1.9 Especies reactivas del oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN) en

el proceso inflamatorio

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) se pueden
agrupar en radicales y no radicales; Un radical libre es definido como un &omo o
molécula la cual posee uno o mas electrones desapareados, y es capaz de existir
independientemente (Tabla 4) (Halliwell y Gutteridge 1989).

Tabla 4. Especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (Halliwell y Gutteridge 1989)

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

RADICALES NO RADICALES
Anion superoéxido 0" Perdxido de hidrégeno H20,
Radical hidroxilo *OH Acido hipocloroso HOCI
Radical peroxilo *OOR  Ozono _ Os
Radical perhidroxilo ‘ooH  Oxigeno en singulete Oz
Radical alcoxilo ‘OR

ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO

RADICALES NO RADICALES

Oxido nitrico NO® Acido nitroso HNO,

(mondxido de nitrégeno) Cation nitrosilo NO*

Diéxido de nitrégeno NO,’ Anion nitrosilo NO
Tetréxido de dinitrégeno N2Og4
Tridxido de dinitrogeno N2O3
Peroxinitrito ONOO
Nitrito NO;

Nitrato NO3




Las especies reactivas con centro de oxigeno o con centro de nitrégeno juegan
un papel importante como mediadores de la inflamacion cronica y aguda (Babior et al.,
1973; Vappatalo, 1986). La mayor actividad de las ERO en la inflamacién esta centrada
principalmente en la formaciéon del radical O," la cual se lleva acabo por la enzima
NADPH oxidasa de los neutréfilos activados, eosinéfilos y macréfagos (Weiss, 1989).
Esta produccién extracelular de O, representa mas del 90% del consumo del oxigeno
de la célula activada (Grisham y Granger 1988; Weiss, 1989).

Otra forma de produccion de radicales de oxigeno por las células del tejido
afectado y por las células inmunes infiltradas esta relacionada con la generacion de
citocinas pro inflamatorias (Wong et al., 1989; Schulze-Osthoff et al., 1992; Hirose et
al., 1993). Asi mismo, la generacion de ERO derivados de la mitocondria inducidos por
IL-1 o TNF-a pueden ser mecanismos a través de los cuales las ERO activen la
transcripcion de NF-xB (Schreck y Baeuerle, 1994).

En cuanto a la conversion del acido araquidénico a prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos, se ha identificado una via no enzimatica por medio de la
cual se generan una serie de autacoides® bioactivos derivados de lipidos llamados
isoprostanos, catalizados por radicales libres independientes de la ciclooxigenasa
(Figura 4) los cuales provocan lesion tisular. Se ha propuesto que dichos agentes
contribuyen a la fisiopatologia de la respuesta inflamatoria la que no mejora con los
antiinflamatorios esteroideos o no esteroides disponibles (Morrow et al., 1990). La
contribucién de las ERO y ERN a la respuesta inflamatoria total, aunque ciertamente
significativa, es probable que varie dependiendo del estimulo que este ocasionando la
respuesta, y que la actividad de las especies reactivas no sea la misma en el tiempo de
duracion, ya que diferentes mediadores inflamatorios (y quizd antioxidantes) son
producidos y removidos en el sitio dafiado. Asi, la variable efectividad de la terapia

antioxidante en los desérdenes inflamatorios es entendible (Frei, 1994).

Autacoide: del griego (autos -> propio y akos -> Alivio) y esta definido como una sustancia formada
metabdlicamente por un grupo de células que altera la funcién de otras células a nivel local.
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Figura 4. Rutas de la formacion no enzimatica de isoprostanos por la
peroxidacion del &cido araquiddénico causada por radicales libres (Roberts y
Morrow, 1999).

2.2 Generacion de ERO y ERN en sistemas bioldgicos

Las ERO y ERN son esenciales para muchos procesos biolégicos normales,
como son la activacién de fagocitos, el metabolismo de eicosanoides, o bien, formando
parte de una serie de eventos en respuesta a una invasion de microorganismos y

material extrafio, generando factores quimiotacticos, entre otros (Flohé et al., 1985;



Hurst y Barrette, 1989). También estan implicados en la sefializacién celular, sin
embargo, juegan un papel importante en la generacion de dafo celular, iniciando una
gran variedad de reacciones oxidativas toxicas (Rice-Evans et al., 1993), como son la
iniciacion de la peroxidacion lipidica, inhibicion de la respiracién mitocondrial, inhibicién
de la actividad de la bomba Na'/K’, inactivacion de los canales de sodio y otras
reacciones oxidativas de proteinas (Cuzzocrea et al., 2000). También estan implicados
en la fisiopatologia de varios trastornos clinicos, incluyendo isquemia, reperfusion,
aterosclerosis, hipertension aguda, shock hemorragico, diabetes mellitus, cancer
(Hemnani y Parihar, 1988) e inflamacion (Yoshikawa et al., 1983; Halliwell y Gutteridge
1984; Yuda et al., 1991; Bodamyali et al., 2000), entre otros.

La fuente mas importante de formacién de O," y/o H,0, se lleva a cabo durante
el transporte de electrones en la mitocondria, otra fuente celular de estos radicales es
la transferencia de electrones que involucra el NADPH-citocromo P450 y la NADPH
oxidasa en los fagocitos. El radical superéxido formado durante el estallido respiratorio
de los fagocitos origina la produccion de enzimas dependientes de NADPH.

En el estado inactivado los neutréfilos tienen un metabolismo apagado, el cual
se activa al estar en contacto con un microorganismo, resultando en el secuestro del
microorganismo invasor dentro de una vacuola conocida como fagosoma. Cuando el
patégeno es transportado dentro de esta vesicula, el leucocito incrementa su consumo
de O, aumentando la produccion de O,", siendo la enzima NADPH oxidasa la principal

responsable de la generacion del radical superoxido (De Leo et al., 1996).

NADPH + 20 » NADP® + 20" + H'

NADPH ox

Otras fuentes adicionales de O,y H,O, son la xantina oxidasa (XO), aldehido

oxidasa, monoamino oxidasa, urato oxidasa y la L- y D-aminoacil oxidasa.

Hipoxantina + O, + H,O —— » xantina + H,0, + O,"
XO

Xantina + O, + H,O 40’ acido urico + H,O, + O,”
X



En la vacuola se encuentran presentes el O,", el H,O,, y el HOCI los cuales
pueden reaccionar entre si para formar otras especies reactivas como el "OH y causar
un efecto microbicida. El “OH es uno de los radicales mas reactivos que se conocen el
cual es generado por la reaccién con un ion metal, conocida como reaccién de Haber-
Weiss (reaccion 2), estre otras (Eberhardt 2001; Lloyd et al., 1997).

Generacion de ERO a partir de otras ERO

1. H,O, + Fe?*———>» °*OH + OH + Fe*' reaccion de Fenton

2. 0, + Fe¥* —» Fe? + O,
H,0, + Fe?* ——» *OH + OH + Fe®* reaccion de Haber-Weiss
0, + HO, ———» °‘OH + OH + O catalizada con hierro

3. 0, + 0, + 2H" ————» H,0, + O,
4. H,0, + HOCl ———— 0, + HCl + H,0O dismutacion

5. 0,” + HOCI| ——» °OH + CI' + 0,

Ademas de las especies reactivas del oxigeno, los fagocitos producen NO®. El
NO® al estar en un sistema bioldgico versatil puede reaccionar con otras moléculas y
generar ERN entre otros radicales, los cuales también juegan un papel importante en la
fisiologia y la fisiopatologia celular.

Una de las reacciones mas importantes es su interaccién con el anion radical
027, generando anion peroxinitrito (ONOQ), un potente agente oxidante que reacciona
con un gran numero de moléculas blanco, como son los grupos sulfidrilos generando
dafo celular (Williams, 2004). Se sabe también que este anidn es un potente pro-
inflamatorio y citotéxico (Beckman et al., 1990), a pH fisioldgico sufre protonacion
formando &acido peroxinitroso (ONOOH), molécula termodinamicamente inestable que
se descompone espontaneamente para producir diéxido de nitrégeno (NO;) y una

fuente de radicales hidroxilo ("OH) independiente de la catalisis por hierro:



NO* + O, —» ONOO
ONOO™ + H* —>» ONOOH
ONOOH —» NO’; + °‘OH

Otra de las reacciones importantes del NO® es su oxidacién, en donde el
producto final es el ion nitrito el cual cuantificado por la reacciéon de Griess y los
resultados son empleados para determinar indirectamente la produccion de NO°®
(Williams, 2004).

2NO* + O, —» 2NO;

2NO°* + 2 NO, —» 2 N,0;

2N,O; + H, O —>» 4NO, + 2H'

4NO"+0,+2H,0 —» 4NO, + 4H"

Como mecanismos de defensa frente a esta gran variedad de ERO y ERN
existen constituyentes fisiologicos normales de las células de mamiferos, como las
enzimas superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa; los compuestos
creatinina, acido Urico, poliaminas, retinol, etc., y antioxidantes obtenidos de la dieta
como el acido ascorbico, el tocoferol y los carotenos que protegen a las membranas
celulares, lipoproteinas y ADN del dafio oxidativo causado por ERO/ERN. Asi mismo,
un gran namero de compuestos extrafios a las células han sido reconocidos como
potentes antioxidantes, entre ellos se encuentran los compuestos fendlicos que
incluyen flavonoides, cumarinas, xantonas, etc., a las cuales se les ha dado una

considerable atencion (Geronikaki et al., 2006).

2.3 Compuestos provenientes de plantas con actividad
antiinflamatoria y antioxidante

A lo largo de la historia la humanidad ha empleado los productos naturales para
el tratamiento de diversas enfermedades de acuerdo a una amplia fuente de
informacion empirica, la cual ha servido para que en los dultimos siglos

aproximadamente el 50% de los medicamentos prescritos sean derivados o



sintetizados a partir de productos naturales, en especial de origen vegetal. Sin
embargo, de 250,000 platas superiores solo aproximadamente del 5 al 15% han sido
analizadas por sus posibles usos medicinales (Balandrin et al., 1993; Summer, 2000).

En el campo de los productos naturales, disciplinas como la Etnofarmacologia o
la Etnobotanica estan tomando interés en la investigacion sistematizada de plantas,
empleando como estrategia de busqueda los antecedentes empiricos y de uso
medicinal, lo cual las vuelve candidatos potenciales para la obtencién de metabolitos
con actividad biolégica y farmacoldgica (Testa et al., 1993).

Utilizando esta técnica sistematizada se ha comprobado que algunos
compuestos de origen vegetal presentan actividad antitumoral, antiviral,
antiinflamatoria, antipirética, hepatoprotectora, hipotensora, hipertensora y antioxidante,
de esto que las especies vegetales sigan siendo una fuente de compuestos con
potencial actividad biolégica (Duke, 1992).

Tomando interés en la actividad antiinflamatoria se ha comprobado que una gran
cantidad de compuestos como terpenoides, flavonoides, alcaloides entre otros se
encuentran involucrados en la inhibicién de la respuesta inflamatoria actuando como
inhibidores de la expresion y actividad de la COX-2 e iNOS, inhibiendo la fosfolipasa A,
(PLAy), inhibiendo la traslocacion de los factores de transcripcion NF-xB o AP-1, y de
igual forma, actuado en la respuesta antiinflamatoria inhibiendo la produccién de
radicales libres.

En el caso de la actividad antioxidante diversos compuestos como son una gran
variedad de flavonoides (Ramasarma, 2000), terpenos, lignanos, alcaloides vy
cumarinas (Ng et al., 2000; Hatano et al., 1989), pueden actuar como atrapadores de
radicales libres (*OH, O,", etc.), en la inhibicibn de enzimas involucradas en la
generacion de radicales libres (xantina oxidasa, proteina cinasa C, lipooxigenasa,
ciclooxigenasa, etc.), como quelantes de metales de transicion (hierro y cobre),
inhibidores de la peroxidacion y como reparadores de dafios provocados en la célula
por oxidacion (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Por otro lado, es un hecho qué no todos los compuestos de origen vegetal
también llamados metabolitos secundarios (MS) son de interés para su desarrollo

clinico, sin embargo, los MS son herramientas Utiles para dilucidar los mecanismos



bioquimicos implicados en diferentes modelos experimentales. Abriendo con esto

nuevas perspectivas en el campo de la Biologia Molecular (Heinrich et al., 1998).

2.3.1 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de tipo fenilpropano que
generalmente se encuentran como O-glicésidos, aunque también se encuentran de
forma natural como agliconas. Poseen como unidad basica un esqueleto de 15
carbonos provenientes de la malonil coenzima A y de la p-cumaril coenzima A. La
mayoria de los flavonoides se representan como moléculas de tipo Cg-C3-Cs con dos
anillos arométicos (A y B) y un heterociclo (C) con oxigeno (Harborne et al., 2000).
Hasta 1973 se conocian aproximadamente 900 flavonoides naturales, hoy en dia el
numero sobrepasa los 6,400 flavonoides identificados y aislados de fuentes naturales.
En afos recientes se han realizado diferentes estudios para determinar la actividad
biolégica de los flavonoides tanto in vitro como in vivo (Pathak et al., 1991; Céspedes et
al., 2006). Con respecto a su actividad antiinflamatoria algunos flavonoides pueden
modular la sintesis de prostaglandinas; también funcionan como inhibidores
enzimaticos y poseen propiedades antioxidantes lo cual favorece la recuperacion del
proceso inflamatorio. En cuanto a sus mecanismos de accion, existen aquellos que
pueden inhibir la enzima ciclooxigenasa, como son la hesperetina (1) y la galangina (1)
(Michel et al., 1985; Bauman et al., 1982). Mientras que flavonoides como la quercetina
(1), la ramnetina (IV) y la miricetina (V) pueden inhibir la enzima lipooxigenasa.
Ademas, la quercetina también es un buen inhibidor de la PLA; (Middleton et al., 1994,
Kim et al., 2001). Los flavonoides pueden presentar propiedades antiinflamatorias a
traves de su accion antioxidante inhibiendo a la formacion de radicales libres
generados como subproductos de las rutas de la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa, lo
cual les permite actuar contra el dafio tisular. Su potencial antioxidante radica en la
capacidad de captar radicales libres, ejemplo de estos son la catequina (VI), rutina (VII)
y morina (VIII) (Hollman et al., 1997) (Figura 5).
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2.3.2 Triterpenos pentaciclicos

Los triterpenos (30 &atomos de carbono: seis unidades isoprénicas) se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya sea en su estado libre o
acompafados de azucares. Estos compuestos se pueden dividir en familias tomando
en cuenta el numero de anillos que los conforman (aciclicos, tetraciclicos y
pentaciclicos); dentro de estas familias se encuentran subclasificados por grupos (a-
amirina, B-amirina, lupeol, etc.) (Mahato et al., 1992).

Entre las propiedades bioldgicas de los triterpenos se encuentra su capacidad
como agentes antiinflamatorios, actuando sobre la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa,
ejemplos de estos son la a y B-amirina (IX y X), el &cido 18-B-glicirretinico (XI),
glicirrizina (XI1), acido oleandlico (XIII), &cido ursélico (XIV) y la carbenoxolona (XV),
estos compuestos son abundantes en los alimentos vegetales (Safayhi et al., 1997,
Akamatsu et al., 1991; Wasternack et al., 1994). Otros compuestos tipo triterpeno que
presentan actividad antiinflamatoria son el B-sitosterol (VXI) (Gupta et al.,, 1980;
Martinez-Vazquez et al., 1999) el taraxesterol (XVII) y el cicloartenol (XVIII) (Akihisa et
al., 1999) (Figura 6).

(IX) a.-amirina (X) B-amirina

Figura 6 (continuacion). Estructura de triterpenos pentaciclicos con actividad

antiinflamatoria o antioxidante.
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(XVIII) cicloartenol

(XV1I) taraxesterol

Figura 6 (continuacion). Estructura de triterpenos pentaciclicos con actividad

antiinflamatoria o antioxidante.

2.3.3 Iridoides

Los iridoides se distinguen estructuralmente por estar formados por un anillo
basico de dihidropirano fusionado a un ciclopentano, se dividen en iridoides
metilciclopentano monoterpenos, iridoides glicosilados, secoiridoides (con anillo
ciclopentano abierto) y alcaloides monoterpénicos y bis iridoides (Boros y Stermitz
1990) a estos compuestos se les han encontrado propiedades farmacolégicas, ya sea
como hipotensores, analgésicos, antiinflamatorios, diuréticos, antidiarreicos, antivirales,
sedantes y citotoxicos. Este tipo de compuestos se encuentran en varios ordenes
vegetales como las Gentianales, Oleales, Dipsacales, Coronales y Scrophulareales
(Rosendal et al., 1989).

Como ejemplo de iridoides involucrados en la actividad antiinflamatoria se han
reportado: el catalposido (IXX) que inhibe la actividad de la iINOS (Oh et al.,2002), el
patridoide Il (XX) que inhibe la produccion del TNF-a (Ju et al., 2003), la lamiida (XXI)
el cual presenta actividad inhibitoria de la peroxidacion de lipidos (Horwart et al., 2002),
el bartsiosido (XXII) que se encuentra involucrado en la inhibicion de tromboxanos
(Bermejo et al., 2000.), el agnusido (XXIII) y el peduncularisido (XXIV) tienen actividad
en la inhibicion de la COX-2 (Suksamram et al., 2002). Con lo que respecta a modelos
animales se ha encontrado que el &cido loganico (XXV) y aucobina (XXVI), presentan

una alta actividad en la inhibicion de edemas (Recio et al., 1994) (Figura 7)
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2.3.4 Fenilpropanoides

Los fenilpropanoides representan un amplio grupo de productos de origen
natural, los principales precursores son el &cido cindmico y el acido p-hidroxicinamico,
también conocido como acido p-cumarico. En las plantas estos compuestos se forman
a partir de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina, los cuales son
sintetizados por la via del acido shikimico. Estos se pueden dividir en fenilpropanoides
simples, lignanos y neolignanos, flavonoides y taninos (Robbers et al., 1996). En
cuanto a su distribucion, las familias de las Asteraceae, Crassulaceae, Araliaceae,
Scrophulariaceae, Salicaceae, Plantaginaceae, Thymelaeaceae, Lamiaceae Yy
Oleaceae tienen especies ricas en este tipo de compuestos (Kurkin 2003).

Varias plantas empleadas en la medicina tradicional contienen grandes
cantidades de estos compuestos. Algunos de estos fenilpropanoides glicosilados
presentan actividades bioldgicas como antibacterianos (Didry et al., 1999), antivirales
como el leucosoeptosido (XXIX) (Kim et al., 2001), analgésicos, antiespasmadicos,
neuroprotectivos, citostaticos inhibiendo la metéstasis (Ohno et al.,, 2002),
antiinflamatorias y como atrapadores de radicales libres como son el &cido caféico
(XXX) e hidroxitirosol (XXXI) (Aldioni et al., 2006).

Uno de los compuestos tipo fenilpropanoides glicosilados mas estudiados hasta
el momento es el verbascésido (XXXII) conocido también como acteosido, este
compuesto presenta actividad antioxidante en modelos tanto in vivo como in vitro
(Aldioni et al., 2006). A su vez, el verbascoésido inhibe la produccidon de histamina (Lee
et al., 2006), la produccion de PGE; (Diaz et al., 2004), también es el principio activo de
Lippia tripilla en la actividad analgésica (Nakamura et al., 1997), presenta actividad
antibacteriana (Didry et al., 1999) y presenta actividad antrapadora del NO* al igual que
el isoacteosido (XXXIII), tubulosido B (XXXIV) y 2’-O-acetilacteosido (XXXV) (Xiong et
al., 2000) (Figura 8).
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En la figura 9 se muestra a que nivel del proceso inflamatorio actian los

compuestos mencionados.
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2.4 Especies vegetales

2.4.1 Barkleyanthus salicifolius
Nombre cientifico: Barkleyanthus salicifolius (H.B.K.) Rob. & Brettell. Antes
Senecio salignus DC.
Nombre comun: Jarilla, Jara.
Distribucion: Ampliamente distribuida en la Cuenca de la Ciudad de México.
Fuera de la Cuenca, se extiende desde el sur de Arizona hasta El Salvador y
Honduras.
Habitat: Desde los 2,250-3,650 msnm. En bosques de Pino, Encino y Oyamel, en
matorrales xerofilos y praderas alpinas. Preferentemente en lugares perturbados y
a orillas de caminos.
Usos: El cocimiento de las hojas se utiliza en la lavados como remedio contra las
fiebres intermitentes, y en bafios contra el reumatismo (Calderén y Rezedowski
2005), aplicacion en el vientre para aminorar el calor que siente la persona que ha
ingerido alcohol, para dar olor y humedad al pan de Malacachtepec Momoxco.
http://cdi.gob.mx/index

Clasificacion:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase: Asteridae
Order: Asterales
Familia: Ateraceae
Genero Barkleyanthus (Kunth) H.E. Robins y Brett
Especie Barkleyanthus salicifolius (Kunth) H.E. Robins y Brett.



La especie Barkleyanthus salicifolius Kunth pertenece a la familia
Asteraceae la cual esta comprendida por 1,100 géneros y 20,000 especies. El
género mas numeroso es Senecio (1,500), seguido por Vernonia (900), Hieracium
(800), Eupatorium (600), Centaurea (600), Coussinia (600), Helichrysum (500),
Bacharis (400) y Artemisia (400) (http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-

nline/ibc99/botanica/botanica/asterace.htm).

La familia de las Asteraceae ha sido ampliamente empleada por las
comunidades nativas y mestizas de México por sus propiedades medicinales. En
México hasta 1994 se reconocia la existencia de 380 géneros pertenecientes a
esta familia con 3,000 especies (Heinrich et al., 1998).

Estudios etnobotanicos de Barkleyanthus salicifolius Kunth (Asteraceae) le
atribuyen un uso popular en el tratamiento de diversos padecimientos inflamatorios
(Martinez, 1967; Aguilar et al., 1994), y de esta especie se han aislado

compuestos de tipo furano eremofinalo (Figura 9) (Bholmann et al., 1976).

Figura 10. Furanos eremofilanos aislados de Barkleyanthus

salicifolius.



2.4.2 Penstemon gentianoides
Nombre cientifico: Penstemon gentianoides H.B.K.
Nombre comun: Jarritos, campanitas
Distribucion: Ampliamente distribuida en la cuenca de la Ciudad de México.
Tepeapulco; Iturbide a Tlalpan y Milpa Alta; Texcoco a Amecameca.
Habitat: 3,000-4,200 msnm. Se le encuentra en las partes altas de las montafas,
en bosques de pino y de oyamel, zacatonales alpinos, también en matorrales
secundarios (Calderén y Rszedowski 2005)
Clasificacion:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase: Asteridae
Order: Scrophulariales
Familia: Plantaginaceae
Genero: Penstemon
Especie Penstemon gentianoides H.B.K.

La especie Penstemon gentianoides H.B.K. pertenece a la familia
Plantaginaceae (antes Scrophulariaceae; Judd et al., 2002) la cual esta formada
por 92 géneros y cuenta con aproximadamente 2,000 especies, este género en
particular pertenece a la tribu Cheloneae (Albach et al., 2005), esta especie no
cuenta con antecedentes etnobotanicos escritos pero en referencias obtenidas en
el poblado de San Bartolo Oxtotitlan, Municipio Jiquipilco, Toluca se argumenta su
actividad antiinflamatoria, por otro lado se cuenta con una tesis de licenciatura en

la cual se realiz6 un estudio fitoquimico (Garcia, 1991).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con los antecedentes, el estrés oxidativo esté involucrado a
diferentes niveles en el proceso inflamatorio: 1) participa en vias de
sefalizacion intracelular para la traduccion de moléculas pro-inflamatorias, 2)
como mecanismo de defensa frente a patégenos, 3) en la produccion de
eicosanoides pro inflamatorios y 4) en la generacién de dafio a las membranas
celulares. Por otro lado, se sabe que diversos compuestos de origen natural
obtenidos particularmente de plantas, presentan actividad antiinflamatoria y
antioxidante siendo esta una opcion viable para la busqueda de nuevos
compuestos de origen natural con actividad biol6gica.

Con base en esta informacién, diferentes grupos de investigacion
proponen que la actividad antiinflamatoria de algunos compuestos se debe a su
actividad antioxidante (Shaheen et al., 2005; Goncalves et al., 2005; Riaz et al.,
2004; Sala et al., 2002). Es decir, existe una relacion directa entre los
mecanismos de actividad antioxidante y la respuesta antiinflamatoria, sin
embargo, las evidencias no son concluyentes y es necesario continuar las
investigaciones.

Tomando en cuenta que las evidencias obtenidas hasta el momento, no
permiten plantear una conclusion general al respecto, mi objetivo en este
trabajo fue determinar si las especies P. gentianoides y B. salicifolius poseen
actividad antiinflamatoria y antioxidante, asi como emplear un ensayo en el que
se relacionaran ambas actividades y poder contribuir con ello al esclarecimiento
de las investigaciones que involucran una relacion directa entre la actividad

antioxidante y antiinflamatoria.



4. HIPOTESIS

Se sabe que las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno estan
involucrados en los procesos inflamatorios y hay evidencia de que las plantas P.
gentianoides y B. salicifolius tienen actividad antiinflamatoria, por lo tanto se espera
encontrar compuestos que presenten actividad antiinflamatoria y antioxidante asi como

alguna relacion entre estas actividades.

5. OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de diferentes extractos,
fracciones y compuestos de Barkleyanthus salicifolius y Penstemon gentianoides, a
través del fraccionamiento y purificacion de los compuestos responsables de la

actividad y utilizando diversos modelos experimentales.

5.1 Objetivos particulares

1. Identificacion y clasificacion de las especies Barkleyanthus salicifolius y
Penstemon gentianoides.

2. Realizar la extraccion de las plantas con diferentes solventes organicos:
metanol (MeOH), n-hexano (n-Hex), diclorometano (CH,Cl,) y acetato de etilo (AcOEt),
para obtener los extractos organicos correspondientes.

3. Determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos organicos de P.
gentianoides y B. salicifolius en el modelo de oreja de raton empleando TPA como
molécula inductora de la inflamacion.

4. Determinar la actividad antioxidante de los extractos, particiones, fracciones y
compuestos puros de P. gentianoides y B. salicifolius en los modelos de DPPH',
TBARS, ORAC y FRAP.

5. Determinar los compuestos fendlicos totales de los extractos, particiones,
fracciones y compuestos puros de P. gentianoides y B. salicifolius por el método de
Folin-Ciocalteau.



6. Determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos, particiones,
fracciones y compuestos de P. gentianoides y B. salicifolius midiendo la
expresion y la actividad de las enzimas COX-2 e INOS en la linea celular RAW
264.7.

7. Realizar el fraccionamiento biodirigido de las muestras que presenten
mayor actividad asi como aislar y purificar el o los metabolitos secundarios
responsables.

8. Caracterizar estructuralmente los metabolitos secundarios mediante
técnicas espectroscopicas: resonancia magnética nuclear de H* y C** (RMN H*
y C), infra rojo (IR) y espectrométricas: espectrometria de masas (MS).

9. Evaluar los metabolitos secundarios aislados en pruebas de actividad

antiinflamatoria y antioxidante.

Figura 11. Estrategia general

Para cumplir con los objetivos se realiz6 la siguiente estrategia general

(Figura 11).
Extractos de
B. salicifolius y
P. gentianoides
[
[ |
Actividad antioxidante Actividad antiinflamatoria
DPPH y TBARS TPA en oreja de raton

Particion del ext. mas activo,
obtencion de fracciones y
compuestos puros por CC

Elucidacion
estructural
por RMN *Hy *C

| DPIPH | [TBAIRS] [ ORAC | | FRIAP ) [Fenloles]

[ Modelo de macrofagos RAW 264.7 ]

| | | |
[Citotoxicidad] [ Expresion ] [Produccic’)n] [ Expresion ] [ Actividad ]

de iINOS de nitritos de COX-2 antioxidante

Figura 11. Estrategia general



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material Vegetal.

Los ejemplares de Barkleyanthus salicifolius fueron recolectados en la
carretera México-Oaxtepec (Figura 12) y de Penstemon gentianoides en el
parque Ecologico de los Dinamos D.F. (Figura 13). Una muestra de cada
especie fue llevada al Instituto de Biologia para comprobar su identidad
taxondmica. Los vouchers de cada especie fueron identificados por el M. en C.
Francisco Ramos, Depto. de Boténica, del Instituto de Biologia UNAM.

Figura 12. Voucher B. salicifolius

Fam. Compositae (antes Asteraceae)

Especie: Barkleyanthus salicifolius (Kunth) H. Rob &
Brettell, (Ex. Senecio salignus)

Habitat: Arbusto abundante de 1.5 m en zonas
perturbadas, orilla de carretera Méx.-Oaxtepec. Orilla
Pantedn “Jardines de la Quietud”. Desviacion a
Juchitepec.

Marzo del 2002.

Vegetaciéon Pino-Encino.

Nombre vulgar: “jara” o “jarilla”

Alt.: 2800-3000m

Identific6: M. en C. Francisco Ramos, Herbario MEXUS,
Institituto de Biologia. UNAM

Figura 13. Voucher P. gentianoides

Fam. Plantaginaceae

Especie: Penstemon gentianoides (HBK)

Habitat: Bosque de Pino-Encino,

Parque Ecoldgico “Los Dinamos”, D.F.

Alt. aprox. 3,000 m

Septiembre 2002

Nombres vulgares: “jarro” 6 “jarritos”.

Identificd: M. en C. Francisco Ramos, Herbario MEXUS,
Instituto de Biologia. UNAM

Voucher MEXU, Gen: 7508, G-No. 7.

6.2 Extractos Vegetales
De B. salicifolius de separaron hojas y flores y de P. gentianoides hojas,

tallos y raices; estas se secaron a temperatura ambiente y fragmentadas de




forma manual. De cada tejido se realizaron extractos organicos con los
solventes MeOH, n-Hex, CH,Cl, y AcOEt.

6.3 Actividad antioxidante
6.3.1 Método del radical DPPH".

La actividad antioxidante se midié6 empleando el reactivo 1,1-difenil-2 -
picrilhidracil (DPPH"), este método se basa en la capacidad de los compuestos
antioxidantes en atrapar el electrén libre del radical DPPH (ver anexo 1). Para
llevar a cabo la técnica, en tres pozos de una placa de 96 pozos se colocaron
50 uL de la solucién problema y 150 uL de una solucion etandlica de DPPH’
(100 uM concentracién final). La mezcla se incub6 durante 30 min a 37°C con
agitacion y se leyo a 515 nm en un lector de placas (modelo ELX808 Ultra
Microplate Reader, Bio-Tek Instruments, INC). Este método fue modificado a
partir de Céspedes et al., 2001; Kubo et al., 2002. El porcentaje de actividad
antioxidante frente al radical DPPH" se obtuvo empleando la siguiente formula.

% de inhibicion = (AbS control — ABS problema/ AbScontrol ) * 100

6.3.2 Ensayo ORAC

El ensayo ORAC (Capacidad atrapadora del radical oxigeno, sigla
tomadas del inglés ‘oxygen radical absorbance capacity’) consiste en medir la
capacidad antioxidante de las muestras al inhibir la oxidacion de la disodio
fluoresceina el cual flu6rese en presencia de un radical libre generado por el
2,2'azobis (2-propamidamida) dihidrocloro (AAPH) (ver anexo 1). En este
ensayo el reactivo Trolox un analogo soluble de la vitamina E, es empleado
como control estandar (1-7 uM), el ensayo se llevo acabo en placas obscuras
de 96 pozos (Fisher Scientific, Hanover Park, IL) a 37°C empleando como
sistema de dilucion una solucion amortiguadora de fosfatos (SAF, 75 mM, pH
7.4). Se adicionaron 20 pL tanto de las diluciones para la curva del control
estandar Trolox como de las muestras a la concentracion deseada,
posteriormente se afiadieron 120 pL de fluoresceina (70 nM, concentracién
final). La mezcla fue preincubada por 15 min a 37°C y posteriormente se
adicionaron 60 pL de AAPH (concentracion final de 12 mM). La placa de 96

pozos se colocd inmediatamente en un lector de fluorecencia Biotek Modelo



FLx800, midiendo cada minuto durante 120 min, empleando una excitacion A =
485/20 y una emision A = 582/20 nm. El resultado final fue calculado
empleando la diferencia del area bajo la curva (ABC) usando el decaimiento de
la fluorescencia entre el blanco y la muestra prueba, los resultados se
expresaron en umol de equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umol
TE/g) (Cao et al., 1999).

6.3.3 Ensayo FRAP

En el ensayo FRAP (capacidad antioxidante en la reduccion de hierro,
siglas tomadas del inglés ‘ferric reducing antioxidant power’) se basa en la
capacidad de los compuestos antioxidantes de donar un electrén al Fe**
oxidado para pasar a Fe?* reducido (ver anexo 1). En este ensayo se
prepararon las siguientes soluciones: A) 300 mM de amortiguador de acetatos
pH 3.6 (acetato de sodio trihidratado/acido acético glacial) B) 10 mM TPTZ
(2,4,6-tripiridol-s-triazina) en 40 mM de HCIl y C) 20 mM FeCls, estas soluciones
se mezclaron en una relaciéon A:B:C 10:1:1. Se empled catequina como curva
estandar a 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 uM (todas las soluciones se disolvieron
en amortiguador de acetato de sodio trihidratado/acido acético glacial) se
adicionaron en cada pozo 10 pL de la muestra prueba y/o estandar mas 95 pL
de la mezcla de reactivos en una placa de 96 pozos, se incub6é 10 min a
temperatura ambiente. Se ley6 a una absorbencia de 593 nm. El resultado final
es expresado como pmol catequina equivalentes por gramo de muestra (umol
CatE/g) (Benzie et al., 1999).

6.3.4 Determinacion de fenoles con el ensayo Folin-

Ciocalteu

El contenido total de polifenoles se determiné empleando el reactivo
Folin-Ciocalteu (ver anexo 1). Se agregaron 10 pL de las muestras y de
estandar de catequina, respectivamente (10-100 uM) y 150 uL de una dilucién
del reactivo Folin-Cioclateau (1:15 mezclado con agua) a una placa de 96
pozos y se incubd por 3 min a temperatura ambiente. Después se afadieron 50
uL de carbonato de sodio (2 partes de solucion saturada y 3 partes de agua) a

cada pozo y se incubaron por 2 h, y finalmente se ley6 a 725 nm. Los



resultados estan expresados como pumol de catequina equivalentes por gramo

de muestra (umol CatE / g) (Singleton et al., 1965).

6.3.5 Inhibicion de la lipoperoxidaciéon inducida con

FeSQO,, cuantificada por la técnica TBARS

Se utilizé6 una técnica modificada de TBARS (especies reactivas del
acido tiobarbitarico, siglas tomadas del ingles 'tiobarbituric reactive species’) a
partir de lo descrito por De las Heras et al. (1998) y Liu et al. (2000). EIl cerebro
de una rata se homogeniz6é en amortiguador de fosfatos (SAF 9.5 mM, pH 7.4)
y se centrifugd 10 min a 3,000 rpm; se determino el contenido de proteina en el
sobrenadante por el método Azgo-205 Y S€ ajustd a 2.3529 mg de proteina/mL.
En tubos para micro centrifuga de 1.5 mL se colocaron 425 uL de
sobrenadante, se agregaron 25 uL del compuesto a probar y se incubaron
durante 30 min a 37°C con agitacion; posteriormente se afiadieron 50 uL de
FeSO, 100 uM (concentracion final 10 uM), la mezcla se incub6é a 37°C con
agitacion durante 60 min. Desples se agregaron 50 uL de BHT (Butil
hidroxitolueno, 0.06% p/v) y 500 uL de reactivo TBA (&cido tiobarbitarico 1% y
acido trocloroacético 30 %, en proporcion 1:1), y se incub6 en bafio de agua a
90°C por 30 min. Los tubos se enfriaron en bafio de hielo y se centrifugaron a
10,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Se tomaron 1,000 mL de
sobrenadante y se midi6 la absorbencia del a 532 nm en un espectrofotdmetro
(Genesis 5, Spectronic Instruments), el valor obtenido se interpolé en una curva
estandar de tetrametoxi propano (ver anexo 1) y el contenido de TBARS se
expreso como nmoles de TBARS/mg de proteina. El porcentaje de inhibicion de
la peroxidacion se calculé de acuerdo a la siguiente formula:
% de inhibicion= (nMoles TBARS control - NMoles TBARS exiracto) / NMoles TBARS
control *100



6.4 Actividad antiinflamatoria

6.4.1 Ensayo de actividad antiinflamatoria frente a edema

inducido con TPA en oreja de raton.

Se utilizaron grupos de 3 ratones hembra por compuesto prueba y para
el control (Ratones CD-1 hembra de 18 a 20 g, obtenidas del Bioterio México).
Los ratones se anestesiaron con pentobarbital sédico (3.5 mg/kg) y cinco
minutos después, en la oreja derecha se aplicaron de forma tépica 10 uL de
solucion etandlica de TPA (13-acetato-12-o-tetradecanoilforbol; 2.5 ug / oreja) y
en la oreja izquierda 10 uL del etanol. Después de diez minutos, en la oreja
derecha se aplicaron de manera tépica 20 uL del compuesto a la concentracién
de prueba y en la oreja izquierda 20 uL del vehiculo. Se repiti6 el mismo
procedimiento con los ratones que se utilizaron como controles, usando
anicamente el vehicuo. Cuatro horas después, los animales se sacrificaron y
con un sacabocado de 7 mm de diametro se tom0 una muestra de ambas
orejas . El edema se calcul6é por diferencia de pesos entre ambas orejas. Se
utilizé como control positivo indometacina. El porcentaje de actividad se obtuvo
con la siguiente formula. (Pérez-Guerrero et al., 2001; De Young et al., 1989).

% de actividad = (mg oreja control — mg oreja prueba / mg oreja control) * 100.

6.4.2 Induccidn de la expresion de las enzimas COX-2 e
INOS en los macrofagos RAW 264.7.

La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 se obtuvo de
American Tipe Culture Colection (ATCC). Esta linea celular ha sido
ampliamente empleada para probar el efecto antiinflamatorio de varios agentes,
estas células expresan las enzimas COX-2 e iNOS al estar en contacto con los
lipopolisacéaridos (LPS) bacterianos (Reddy et al 1994; Phillips et al., 1993).

Las células RAW 264.7 se sembraron en un frasco de cultivo con una
densidad de 3x10° células / frasco en 5 mL de medio de cultivo Doulbecco’s
Modificated Eagle’s Medium (DMEM) con 10% de SFB (Suero fetal bovino;

inactivado con calor) y 100 unidades/mL de penicilina G y estreptomicina y se



incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, por 24 h. Posteriormente, se
lavaron con SAF (pH 7.4) y el medio se reemplazé con 5 mL de DMEM con
10% de SFB, a las células empleada como control positivo y las tratadas con
las muestras se les afadio 1 ug/mL de LPS (LPS de E. coli serotipo 0111:B4),
para inducir la expresion de las enzimas COX-2 e iNOS, y un control negativo
(sin LPS), todos los frascos se incubaron por 12 h. Transcurrido este tiempo las
células se lavaron dos veces con 5 mL de SAF posteriormente se recolectaron
agregando 1 mL de SAF y raspando el fondo del frasco, este mL se paso6 a un
tubo para micro centrifuga de 1.5 mL, se centrifugaron a 10,000 rmp por 5 min/
tres veces lavando con 1 mL de SAF cada vez, se desechoé el sobrenadante y
se adicionaron 50 pL de amortiguador de lisis (250 mM NacCl, 50 mM HEPES, 5
mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40, 1 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 3 mM NaF, 0.5 mM
ortovanadato, y 10 uL de céctel inhibidor de proteasas). Las proteinas se
cuantificaron por el método de Bradford (Bradford, 1976) empleando reactivo
Bio-Rad, utilizando una curva de albumina sérica bovina.

Para medir la expresion de COX-2 e iNOS, primero se agregaron 40 pug
de proteina por carril en un gel de poliacrilamida SDS al 7.5%, se llevo acabo la
electroforesis a 100 mV por 1 h en un amortiguador Tris, glicina, SDS
(amortiguador de corrimiento), posteriormente se realizd el Western blot
(inmunoréplica) transfiriendo el gel a una membrana de nitrocelulosa en una
camara humeda con un el amortiguador de TRIS mas MeOH. Al finalizar, la
membrana se boqued con 1% de leche descremada en amortiguador Tris toda
la noche a 4°C o0 1 h a 37°C. A continuacion, la membrana se incubo con la
misma solucion blogueadora pero con los anticuerpos primarios policlonales
anti-iNOS (1:200) y anti-p—actina 1:200 por 1 h a 37 °C. Después la membrana
se lavd y se incub6 con el anticuerpo secundario (1:25,000) por 1 h a 37°C. Las
bandas inmunoreactivas fueron visualizadas empleando un sistema de
quimioluminicencia. La misma membrana se lavé para eliminar los anticuerpos
adheridos y se repitid la técnica con (1:1,000) anti-COX-2 y anti-B-actina bajo
las mismas condiciones. Las membranas fueron escaneadas y digitalizadas

para su analisis con un software BIO-RAD.



6.4.3 Ensayo de toxicidad en los macrofagos RAW 264.7
empleando MTT.

Se utilizo el ensayo empleando MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio] descrito por Mosmann en 1983, este ensayo esta
basado en la capacidad de la enzima mitocondrial dehidrogenasa de las células
viables para romper el anillo tetrazolio que le confiere el color amarillo al MTT y
formar cristales de formazan azul oscuro (ver anexo 1).

Se sembraron 80,000 células/pozo en una placa de 96 pozos bajo las
mismas condiciones de expresion de las enzimas COX-2 e INOS.
Posteriormente, se agregaron a cada pozo 20 ul de MTT (5 mg/mL en SAF), se
incubaron a 37°C y una atmésfera de CO, durante 1.5 h. Se removi6 el medio y
se adicionaron 200 uL de DMSO por pozo, la placa se incub6 por 15 min para
solubilizar los cristales de formazan, se transfiri6 el DMSO a otra placa de 96

pozos y se midio a una absorbencia a 550 nm (Mosmann 1983).

6.4.4 Determinacion de nitritos en macrofagos RAW 264.7.

Se sembraron 500,000 células/pozo en una placa de 96 pozos bajo las
mismas condiciones de expresion de las enzimas COX-2 e iNOS. Se tomaron
50 uL de medio de cultivo de cada pozo y se transfirieron a una placa limpia de
96 pozos, se afadid el mismo volumen del reactivo de Griess (1% de
sulfanilamida en 5% de acido fosférico y 0.1% de N-naftil-etilenediamina en
agua) (Ver anexo 1) y se dejo reaccionar por 10 min en la oscuridad, se midi6
la absorbencia a 550 nm. Para cuantificar la concentracion de nitritos se realiz6
una curva estandar con nitrito de sodio, la concentracion de nitritos se expresa

en uM.

6.4.5 Evaluacion del estrés oxidativo en macréfagos RAW
264.7 empleando el reactivo DCFH-DA

La evaluacion del estrés oxidativo empleando 2'7’diclorofluorescein
diacetato (DCFH) se basa en la inhibicion de la conversion del compuesto no
flourescente al compuesto altamente fluorescente (ver anexo 1). La

metodologia consiste brevemente en: se sembraron 80,000 células/pozo en



una placa de 96 pozos bajo las mismas condiciones de expresion de las
enzimas COX-2 e iINOS. Se desecho el medio y se afiadieron 200 uL de medio
adicionado con 100 puM de DCFH-DA, se dejo incubar durante 30 min.
Posteriormente se lavaron los pozos dos veces con SAF y se afiadieron 200 puL
de SAF, inmediatamente la placa se colocé en un lector de fluorescencia
tomando lecturas cada minuto durante 120 min, utilizando una excitacion de
480/20 nm y una emision de 582/20 nm (Eberhardt et al., 2005).

6.5 Cromatografia

Los extractos se separaron utilizando cromatografia en columna (CC) y
en capa fina (CCF). Para la cromatografia en CC se utilizo silica gel (70-230),
para CCF se emplearon cromatoplacas de silica gel de 0.20 mm de espesor.
Como eluyentes en ambas cromatografias se emplearon diferentes solventes

organicos como n-Hex, MeOH, CH,Cl, y AcOEt,

6.6 Instrumentacion

Los compuestos aislados fueron analizados empleando técnicas
espectroscopicas y espectrométicas.

Para las técnicas espectroscopicas de 1 dimension se utilizaron:
resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN'H), resonancia magnética
nuclear de carbono-13 (RMN®C) y acrecentamiento sin distorsién por
transferencia de polarizacion (DEPT); empleando un espectrometro ECLIPSE
JEOL 300 (300 Mhz), un UNITY INOVA 500 (500 Mhz) y un VARIAN COEMI
200 (200 Mhz)

Para realizar un mejor analisis de los compuestos se realizaron
experimentos de 2 dimensiones tanto homonucleares como heteronucleares:
espectrometria de correlacion homonuclear 1H-1H bidimensional (COSY),
como heteronucleares: espectroscopia de correlaciéon heteronuclear *H-*C
bidimensional (HMQC) y espectroscopia de correlacién heteronuclear *H-'*C
bidimensional a larga distancia (HMBC).

El andlisis de infra rojo (IR) se realiz0 en un espectrometro Nicolet
Magna-IR 750.



En el analisis espectrométrico, se realizO espectrometria de masas por
impacto electrénico (EM-IE) en un equipo Hawlett-Packard 5985-B vy
espectrometria de masas mediante bombardeo rapido de atomos de alta
resolucion (EM-HR-FAB) en un equipo JOEL HX-110.

Los datos obtenidos mediante estos analisis fueron comparados con los

reportados en la literatura correspondiente.



7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Actividad antioxidante y antiinflamatoria de los extractos de

P. gentianoides y B. salicifolius

7.1.1 Actividad antioxidante de en el modelo de DPPH’

Para evaluar la actividad antioxidante de extractos y compuestos una de las
técnicas empleadas es la capacidad de reducir el radical 1,1-Difenil-2-picrilhidracil
(DPPH") (Niki, 1987), siendo un procedimiento efectivo para estimar si los compuestos
en estudio presentan actividad atrapadora de radicales (actividad antioxidante).

En el ensayo de actividad antioxidante se calculd la Clsy de B. salicifolius y P.
gentianoides frente al radical DPPH’, y se emplearon el acido nordhihidroguaiarético
(NDG) y a-tocoferol como controles positivos.

Las curvas obtenidas con los extractos de las flores y las hojas de B. salicifolius
no presentaron diferencia significativa a las concentraciones evalualdas con excepcion
de las hojas con CH,Cl, a 31.5 y 100 ug/mL, lo anterior indica que tanto las flores y las
hojas contienen compuestos similares de mediana y alta polaridad con actividad
antioxidante como se observa en la Figura IA.

En el caso de los extractos de P. gentianoides, tanto las hojas, tallos y raices
extraidas con MeOH presentaron actividad reductora del radical DPPH" la cual no fue
mostré diferencia significativa entre si, este resultado sugirid que las partes aéreas
como las raices contienen compuestos con actividad antioxidante similar frente al
DPPH y que estos son polares, (Figura IB). Con respecto a los controles positivos el
NDG tuvo la mayor actividad reductora frente al radical DPPH (95% a 9.6 pug/mL) que
el a-tocoferol, el cual a una concentracion de 46 pg/mL tuvo el mismo efecto.

Con respecto a los extractos hexanicos de ambas especies no se realizaron
curvas para calcular la Clsp, ya que en los ensayos preliminares no mostraron actividad

significativa a 1000 ug/mL (datos no mostrados).
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Figura I. Curvas de actividad antioxidante frente al radical DPPH’, empleadas para calcular la
Clso de los extractos de B. salicifolius (I-A), flores con MeOH, hojas con MeOH, flores con
CH,CI, y hojas con CH,Cl,. P. gentianoides (I-B), hojas con MeOH, tallos con MeOH, hojas con
CH.Cl,, tallos con CH,Cl, y raiz con MeOH. El porcentaje de reducciéon del DPPH" fue
determinado como se describe en ‘materiales y métodos’. Los datos estan expresados como el
promedio + SD de al menos tres experimentos independientes. NDG (acido
Nordihidroguaiaretico).

Las Clso de los tejidos de P. gentianoides extraidos con MeOH mostraron mayor
actividad reductora del radical DPPH en comparacion con los extractos hexanicos y de
CH,Cl,, con valores para las hojas, tallos y raices de 40.05, 46.28 y 55.41 pg/mL
respectivamente; también presentaron mayor actividad reductora que los extractos de
B. salicifolius (Tabla I).

La Clso de los tallos de P. gentianoides con CH,Cl, (Clso = 259.28 pg/mL) fue
mayor actividad que la Clsp de las hojas y las raices en el mismo solvente (Clsp > a 500
pHg/mL). Resumiendo, los extractos de P. gentianoides con mayor actividad reductora
del radical DPPH" fueron de alta polaridad (MeOH), mientras que los extractos con
CH.CI, y n-Hex de P. gentianoides no se consideraron como buenos candidatos para

su estudio fitoquimico enfocado al aislamiento de compuestos antioxidantes



Las Clso obtenidas de B. salicifolius frente al radical DPPH" mostraron que los
extractos metandlicos de hojas (Clsp 128.42 pg/mL) y flores (Clsp 124.17 pg/mL)
tuvieron una actividad ligeramente superior a los extractos de los mismos tejidos con
CHCI, (hojas y flores Clsg 159.26 y 195.47ug/mL). Por otro lado, al igual que para P.
gentianoides los extractos hexanicos no presentaron actividad significativa.

En un estudio que realizaron con 39 especies vegetales empleando el mismo
modelo del DPPH" Masuda et al. (1999), reportaron que los extractos con MeOH de
Exccecaria agallocha L. (Euphorbiaceae) y Terminalia catapa L. (Combretaceae)
presentaron una actividad del 72% y 78% a una concentracion de 10 pug/mL, y 5
especies presentaron un reduccion entre el 60 y 90% a 50 pug/mL, con base en estos
resultados se considerd que la actividad del extracto metandlico de P. gentianoides era

relevante.

Tabla I. Clso [ug/mL] de los extractos de B. salicifolius y P. gentianoides frente al radical
DPPH". Clso concentracion inhibitoria que reduce el 50% del radical DPPH'. El porcentaje de
reduccion del DPPH’ fue determinado como se describe en ‘materiales y métodos’. Los datos
estan expresados como el promedio + SD de al menos tres experimentos independientes. NDG
Clgp=10.82 £ 0.73 uM = 3.27 ug/mL, a- Tocoferol Clsp = 27.46 + 0.51 uM = 11.82 ug/mL.

Extractos Clso [ug/mL]
MeOH CH-ClI, n-Hex
B. salicifolius
HOjaS 128.42 + 1.92 19547 +1.21 > 1000
Flores 124.17 £ 0.85 159.26 +2.7 > 1000

P. gentianoides

Hojas 40.05 + 2.13 > 500 > 1000
Tallos 46.28 + 2.66 259.28 + 1.57 > 1000
Raiz 55.41 + 1.71 > 1000 > 1000
NDG 3.27+0.17

a- Tocoferol 11.82+1.04




7.1.2 Inhibicién de la lipoperoxidacion

La mayoria de macromoléculas biolégicas, como los carbohidratos, lipidos,
proteinas y ADN pueden sufrir dafio en presencia de ROS, siendo los lipidos de las
membranas especialmente sensibles a la oxidacién (Diplock et al., 1998). Por esta
razon, se evaluo la lipoperoxidacion en un homogenado de cerebro de rata, el cual es
rico en lipidos y por lo tanto sensible a sufrir peroxidacion, la técnica que se emple6 fue
el ensayo TBARS. Por otro lado se sabe que las plantas contienen una amplia variedad
de compuestos como flavonoides, lignanos y alcaloides con actividad antioxidante y
gue previenen lipoperoxidacion (Ng et al., 2000).

En la Tabla Il se observa el porcentaje de inhibicion de la peroxidacion de lipidos
de los extractos metandlico, CH,Cl, y hexanico de los tejidos estudiados de B.
salicifolius y P. gentianoides a las concentraciones de 50 y 200 pg/mL y 50 y 100
pg/mL, respectivamente.

Asi mismo, los resultados mostraron que los extractos de flores con MeOH vy
CH.CI, de B. salicifolius tuvieron la maxima actividad a 200 pg/mL alcanzando un
88.18% y un 92.94% de inhibicion de la lipoperoxidacién, actividad seguida por las
hojas con MeOH con un 80.36% de inhibicidon a la misma concentracién. Por otro lado
tanto las hojas como las flores a 50 pg/mL no alcanzaron una actividad mayor al 50%
de inhibicién. Los extractos en n-Hex tuvieron minima actividad logrando el efecto
méaximo el extracto de flores con una inhibicion del 22.02%.

Los tejidos de P. gentianoides extraidos con MeOH presentaron una actividad
del 80% de inhibicién a las dos concentraciones empleadas (50 y 100 pg/mL), actividad
seguida por los tallos con CH,CI, a 100 pg/mL con una actividad del 50%, por otro lado
las flores y las hojas presentaron una inhibicibn menor al 25% en el mismo solvente. En
cuanto a los extractos en n-Hex solo la raiz presenté una inhibicion del 21%.

Con base a estos resultados, se decidié obtener las Clso de los extractos que
presentaron una actividad mayor al 60% a la concentracion mas alta, como fueron los
extractos de hojas y flores con CH,Cl, y MeOH de B. salicifolius y los de hojas, flores y
raices con MeOH de P. gentianoides. En la Figura Il se observa el comportamiento de

los extractos empleados para obtener las Clsp.



Tabla Il. Inhibicion de la peroxidacién de lipidos de un homogenado de cerebro de rata
evaluada por la técnica de TBARS con extractos de diferentes tejidos de B. salicifolius y P.
gentianoides. La inhibicion de la peroxidacion fue determinada como se describe en ‘materiales
y métodos’. Los datos estan expresados como el promedio + SD de al menos tres
experimentos independientes. NDG (&cido nordihidro guaiaretico). La concentracion b se debio
a que a mas de 100 pug/mL los extractos de P. gentianoides, interferian con la longitud de onda

empleada 532 nm.

% de inhibicion de la lipoperoxidacién
Extracto [Mg/mL]
MeOH CH.Cl, n-Hex
B. salicifolius
Hoias 50 47.88 £2.12 33.29+1.66 21.42+1.9
J 200° 80.36 +1.91 68.21 +2.21 1464 £1.94
Elores 50 40.7 £ 1.87 32.17 +1.32 21.14 + 2.96
200° 88.16 + 1.56 9294 +1.2 22.02 £ 2.37
P. gentianoides
Hoias 50 80.88 +1.91 14.43 £1.37 15.32+25
J 100" 80.18+1.64 17.83£1.71 16.96+ 2.39
Tallos 50 81.16 +1.64 24.12 +1.23 12.62 £ 2.27
100" 80.56 +1.72 50.25%+ 1.24 1551 +£1.18
Raiz 50 78.04 £1.75 12.48 £1.85 14.86 £ 1.57
100° 82.84 +2.16 25.06 + 1.33 21.86 £ 2.48
NDG 50 98.32+1.21

Las curvas empleadas para calcular la Clsp de los extractos metandlicos P.
gentianoides (Figura 1) mostraron un comportamiento dosis respuesta muy similar, en
promedio los extractos de los tres tejidos tuvieron una menor actividad a 3.5 pg/mL
(12%) y una actividad mayor a 50 pg/mL (80%), de acuerdo con el comportamiento de
estas curvas se sugiere que los compuestos con actividad inhibitoria de la peroxidacion
presentes en estos tejidos son similares y de naturaleza polar.



En el caso de B. salicifolius, las flores con MeOH y CH,Cl, mostraron curvas
muy similares con una actividad del 10% a 22.5 pyg/mL y del 70% a 100 pg/mL, los
extractos de hojas con MeOH y CH,Cl, también mostraron un comportamiento similar,
pero a concentraciones mayores, ya que a 50 pg/mL tuvieron una actividad del 20% y a
125 pg/mL del 75%. Lo cual sugiere que las flores tienen mayor cantidad de
compuestos antioxidantes que las hojas y que tanto las flores como las hojas tienen

compuestos polares y de mediana polaridad.
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Figura Il. Curvas de inhibicién de la lipoperoxidacion empleadas para calcular las Clsg
de los extractos de P. gentianoides y B. salicifolius que presentan una actividad mayor al 60% a
la concentracién mas alta utilizada. Los nmoles de MDA fueron determinados como se describe
en ‘materiales y métodos’. Los datos estan expresados como el promedio + SD de al menos

tres experimentos independientes.

Con base a su Clsg los extractos metandlicos de P. gentianoides fueron los mas
activos. La Clsy para tallos, hojas y raices fue de 13.7, 19.72 y 23.6 pg/mL
respectivamente (Tabla 1V), esta actividad fue seguida por los extractos de las flores en
MeOH y CH,Cl, de B. salicifolius los cuales presentaron una Clso de 44.81 y 67.11
pg/mL y finalmente las hojas tuvieron una Clsp de 96.23 y 105.92 pg/mL (Tabla IlI)

En otros estudios, Desmarchelier et al., (1999), reportaron que los extractos de

Anadenanthera macrocarpa B. (Fabaceae) y Astronium urudeuva E. (Aracardiaceae)



tuvieron una Clso de 62 ug/mly 106 pug/ml respectivamente. De las Heras et al., (1998)
reportan que la actividad inhibitoria de los extractos en etanol (EtOH) de las especies
Baccharis trinervis P. (Asteraceae) y Phytolacca rivinoides K y B. (Phytolaccaceae), fue
del 74.8+1.3% y del 66.8+2.6%, respectivamente, a una concentracion de 100 pg/mL.
Estos resultados se tomaron como base para realizar la comparacion de los resultados
obtenidos a pesar de que se trata de especies diferentes al no haber datos reportados
al respecto. Con base en estos estudios se considerd que los extractos en este estudio
tuvieron buena actividad en la inhibicion de la peroxidacion de lipidos, y en especial el

extracto metandlico de hojas de P. gentianoides.

Tablas Ill y IV. Cls en la inhibicién de la peroxidacién de lipidos de los extractos de
hojas y flores con MeOH y CH,Cl, de B. salicifolius y Clso de extracto de hojas, flores y raices
con MeOH de P. gentianoides. Clsg concentracion Inhibitoria que reduce el 50% de la
peroxidacion de lipidos de cerebro de rata. La inhibicion de la peroxidacion fue determinado
como se describe en ‘materiales y métodos’. Los datos estan expresados como el promedio +

SD de al menos tres experimentos independientes.

Tabla lll Tabla IV
- Clso pg/mL Clso pg/mL
B. salicifolius P. gentianoides
MeOH CHCl; MeOH
Hojas 96.23+8.2 | 105.92 + 3.92 Hojas 19.72£2.17
Flores 13.7 £ 2.08
Flores 4481+ 4.2 | 67.11+5.12 Raiz 2316 + 2.1




7.1.3 Inhibicion de la inflamacién en el modelo de edema

inducido por TPA en oreja de ratén.

En la Tabla V se muestran los resultados de la actividad antiinflamatoria en el
modelo de edema en oreja de raton inducido con TPA y expresados como porcentaje
de inhibicion de la inflamacion de los diferentes extractos de B. salicifolius y P.
gentianoides, a dos concentraciones diferentes 0.31 y 1 mg extracto/oreja.

El extracto con CH,Cl, de hojas de B. salicifolius fue el que presentdé mayor
actividad antiinflamatoria a 1 mg de extracto/oreja (59%) seguido por el extracto de
flores con MeOH (41%), los demdas extractos de esta misma especie no presentaron
actividad significativa en este modelo.

Con respecto a los extractos con CH,Cl, de P. gentianoides a 0.31 y 1 mg/oreja
las hojas tuvieron una actividad del 68% y 62%, los tallos de 57% y 73% y las raices de
89% y 53% estas actividades fueron parecidas o mayores a la indometacina, la cual
presentd un 58.7% de actividad a 0.31 mg extracto/oreja. Los extractos metandlicos de
los diferentes tejidos de ambas especies no presentaron actividad significativa en la
inhibicion de la inflamacion, excepto el extracto metandlico de las flores de B.
salicifolius.

Comparando estos resultados con los reportados por Garcia et al. (2000), en
donde la maxima actividad de Agave intermisa (Agavaceae) fue de 56.55% de
inhibicion del edema a una concentracion de 5 mg/oreja, se considero que los extractos
con CH,CI, de P. gentianoides eran buenos candidatos para obtener compuestos con

actividad antiinflamatoria bajo este modelo.



Tabla V. Efecto de los extractos B. salicifolius y P. gentianoides sobre la inflamacion
inducida con TPA en oreja de ratones hembra CD-1. Los datos estan expresados como el
promedio £ SD del peso en mg de las orejas, de al menos tres experimentos independientes *P

< 0.05 diferencia significativa con respecto al control de cada experimento, prueba t de Student.

Extracto mg /oreja Edema (mg)
Metanol CH-CI, n-Hex
B. salicifolius
Hoias 0.31 10.97 £ 0.83 10.8 +1.20 10.83 £ 0.98
J 1 10.53 +1.56 5.7 +1.3* 9.03 £1.7*
0.31 14.3 +1.2 13.8 +1.42 12.73 £ 0.35
Flores
1 8.2+1.2 9.86 +1.45 13.7+0.84
P. gentianoides
. 0.31 8.13+3.52 443 +0.9* 7.2+19*
Hojas
1 8.63 +1.4* 5.17+15* 4.06+2.1 *
0.31 10.86+2.57 60+1.11* 1.63+0.47%
Tallos
1 9.76+3.79 3.75+0.75* 766+27*
Raiz 0.31 12.93+0.2 1.43 £0.32% 10.16 £2.3
1 8.70+3.61 6.47+3.53 * 5.23+2.31 *
P —
Indometacina 0.31 8.19+0.01*
Control - 13.96 + 1.06"

Con base a los resultados preliminares de actividad antiinflamatoria se realizo el
estudio fitoquimico de lo extractos de hojas con CH,Cl, de B. salicifolius y P.
gentianoides, pero no se pudieron aislar ni identificar compuestos responsables de
dicha actividad.

De acuerdo a los resultados de actividad antioxidante en los modelos empleados
se realizé el estudio fitoquimico del extracto con MeOH de P. gentianoides ya que fue
el que present6 mayor actividad. A partir de este extracto se aislaron e identificaron dos
compuestos conocidos; la diosmetina y el plantarenalésido siendo estos los
compuestos mayoritarios obtenidos (Mabry et al., 1970; Damtoft et al.,, 1981;

Armandodoriano et al., 1982).



Estos compuestos se identificaron de acuerdo con sus datos espectroscopicos
de resonancia magnética nuclear de H' y C* (RMN H! y C*® asi como de

espectroscopia de masas (MS). Las estructuras se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Estructura quimica de los compuestos
diosmetinay platarenal6sido

7.1.4 Actividad de los compuestos diosmetina vy
plantarenal6sido frente al radical DPPH" e inflamacién en el modelo
de TPA.

El flavonoide diosmetina presentdé una minima actividad frente al radical DPPH’
con una Clsp de 205.38 pg/mL, esto se debid a que no tiene las caracteristicas de los
flavonoides con actividad antioxidante como la quercetina (Pietta, 2000). El iridoide
plantarenalésido a una concentracion de 500 ug/mL solo presentd un 50% de actividad
frente al radical DPPH’ por lo cual no se considerd antioxidante.

En el modelo de inflamacién, la diosmetina presenté una inhibiciéon del edema
del 21.82% estadisticamente significativa, mientras que el plantarenalésido present6 un
efecto pro inflamatorio. Lo anterior contrasta con la actividad antiinflamatoria de otros

iridoides, como los reportados por Horwat et al. (2002).
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Figura lll. Actividad la diosmetina frente al radical DPPH'. El porcentaje de reduccion
del radical DPPH" fue determinado como se describe en ‘materiales y métodos’. Los datos
estan expresados como el promedio = SD de, al menos, tres experimentos independientes.
Diosmetina Clso = 202.38 + 3.93 pg/mL (675 .68 uM), plantarenal6sido Clsg = no determinada
(ND).

Tabla VI. Efecto de los compuestos plantarenalésido y diosmetina sobre la
inflamacién inducida con TPA en oreja de ratones hembra CD-1. Los datos estan expresados
como el promedio + SD del peso en mg de las orejas, de al menos tres experimentos
independientes *P < 0.05 diferencia significativa con respecto al control de cada experimento,

prueba t de Student.

Muestra DOS'S. Edema (mg) % de inhibicion
(mg/oreja)
Control 2.5 ug/ oreja 15.3+0.93 -
Plantarenaldsido .
Vehiculo: MeOH 0.31 mg/ oreja 16.67 + 0.98 -8.46
Diosmetina
Vehiculo: .
CH,Cl,:Acetona 0.31 mg/oreja  12.57 +0.87* 21.82
(1:1)




Debido a que los compuestos aislados e identificados no presentaron la
actividad buscada y tomando como base los resultados en donde el extractos
metanolico de la especie P. gentianoides mostré una fuerte actividad antioxidante se
decidié emplear otra estrategia para llevar acabo el estudio fitoquimico biodirigido, por
lo que se realizo un extracto metandlico total de la hojas (A), este extracto se redisolvio
con una solucién MeOH/H,O (B) y con este ultimo se hicieron particiones por polaridad
con, n-Hex (C), CHxCl, (D) y AcOEt (E) (Figura 15), por otro lado se decididé continuar
con el estudio del extracto metandlico de las flores (F).

En el caso de B. salicifolius se siguieron estudiando los extractos metandlicos de
hojas (G), y flores (H).

Con estos extractos se realizaron las pruebas los ensayos de DPPH’, TBARS y

se incluyeron los ensayos de actividad antioxidante ORAC, FRAP, y se determino la

cantidad de compuestos fendlicos por la técnica de Folin-Ciocalteu.



Diagrama de particion del extracto con MeOH de hojas de P.

gentianoides:
P. gentianoides

MeOH (A)
Extracto (seco)
Dilucion con mezcla
\ MeOH/H,0 (6:4)
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Figura 15. Procedimiento para la obtencién de particiones (n-Hex: C; CH,Cl,: D; AcOEt:
E y MeOH/H,O B) del extracto de hojas de P. gentianoides con MeOH (A) y de las fracciones
de la particion E (F-1, F-2, F-3, F-4, F-5, F-6, F-7 y F-8). Particion E* y F-5*, fueron los que
presentaron mayor actividad antioxidante en los ensayos DPPH’, TBARS, ORAC, FRAP y

contenido de fenoles por Folin-Ciocalteu.



7.2. Actividad antioxidante de P. gentianoides y de B. salicifolius
en los modelos de DPPH’, TBARS, ORAC, FRAP y determinacion de

compuestos fenadlicos por Folin-Ciolcalteu.

7.2.1 Actividad en los modelos de DPPH’y TBARS.

En el ensayo de actividad reductora del radical DPPH" se observé que la particion
soluble en acetato de etilo E (Tabla VII) tuvo la mayor actividad inhibitoria frente al
radical DPPH" con una Clso de 14.1 ug/mL. En el caso de los extractos Ay F y de las
particiones B y D de P. gentianoides las Clso fueron de 21.4, 30.6, 19.9 y 47.9 pug/mL
las cuales se consideraron altas, con respecto a los extractos G y H de B. salicifolius (la
Clso fue de 164.7 y 300.7 ug/mL respectivamente). Estos resultados indican que la
actividad de B. salicifolius para reducir el radical DPPH" fue significantemente menor a
la de P. gentianoides.

Como ya se menciond los lipidos de las membranas son susceptibles a la
oxidacion, y la lipoperoxidacién es un evento particularmente involucrado en muchos
procesos patolégicos, ademas de ser una de las reacciones inducidas por el estrés
oxidativo; para evaluar este mecanismo se siguio empleando el ensayo TBARS

En el ensayo de inhibicion de la lipoperoxidacion la particion E de P.
gentianoides fue la mas efectiva, con una Clsy de 18.5 ug/mL en comparacion con los
otros extractos y particiones de los cuales se obtuvieron Clso de 29.3, 27.0, 42.4, 96.2 y
44.8 ug/mL para A, B, D, G y H, respectivamente (Tabla VII). Siendo la particién E la
mas activa al igual que en el ensayo con DPPH'.



Tabla VII. Clsg de la actividad antioxidante de P. gentianoides y B. salicifolius en los
modelos de DPPH" y TBARS. A: hojas con MeOH; B: particion con MeOH/H,0; C: particién en
n-Hex; D: particibn con CH,Cl,; E: particion con AcOEt y F: flores con MeOH, de P.
gentianoides. G: hojas con MeOH; H: flores con MeOH de B. salicifolius. Clsy concentracion
inhibitoria que reduce el 50% del radical DPPH". Los datos estan expresados como el promedio
+ SD de al menos tres experimentos independientes. Diferentes letras muestran diferencia

significativa a P < 0.05 empleando la prueba de Duncan.

, DPPH’ TBARS
Especie Muestra
Clso [ng/mL]
A 21.4+19b | 29.3+2.1b
B 199+1.3b | 27.0+3.2b
o C 273.7 +£17.9c >1000
P. gentianoides
D 479+ 3.1la | 424 +2.7cC
E 141+1.3d | 185+1.2a
F 30.6 + 2.5e n.d.
L G 164.7 £12.9b| 96.2 +4.1d
B. salicifolius
H 300.7 £21.7b| 44.8+2.9c

7.2.2 Actividad antioxidante en los modelos ORAC y FRAP.

La capacidad de un compuesto para atrapar radicales peroxilo generado por
descomposicion espontanea del AAPH fue estimada en términos de unidades de trolox
equivalentes, empleando el ensayo ORAC (Cao et al., 1999) y la capacidad reductora
de los compuestos antioxidantes se estimo en unidades de catequina equivalentes
empleando el ensayo FRAP (Benzie et al., 1999)

Una amplia variedad de compuestos de origen vegetal, han presentado actividad
en estos ensayos, incluyendo alcaloides, cumarinas, flavonoides, fenilpropanoides,
terpenoides y acidos fendlicos (Ng et al., 2000; Rice-Evans et al., 1995; Auroma, 2003).
Las muestras de las plantas estudiadas en este trabajo empleando estos ensayos,
tuvieron valores de actividad en el rango de 1,500-3,500 umol de TE/g para el ensayo
ORAC y de 50 a 400 umol de Cat E/g para el ensayo FRAP. (Tabla VIII). Al igual que



en los ensayos de DPPH' y TBARS la particion E presentd la mayor actividad, con
valores de 3,524.8 umol de TE/g en el ensayo ORAC y 377.9 umol CatE/g en el ensayo
FRAP (Tabla VIII). Los otros extractos y particiones presentaron valores de actividad
intermedia, entre 1,500 y 1,800 umol de TE/g en el ensayo ORAC sin una diferencia
significativa (P<0.05), con excepcion de la particion C, que tuvo un valor de 156.6 umol
TE/g el cual no fue significativo. En el ensayo FRAP se observaron diferencias entre los
valores obtenidos; el extracto A y las particiones B, D y F presentan valores de 250.0,
236.3, 125.3 y 161.3 umol CatE/g, respectivamente, mientras que la particion C y los

extractos G y H presentan valores menores a 90 umol CatE/g.

Tabla VIII. Capacidad antioxidante de P. gentianoides y B. salicifolius en los modelos de
ORAC y FRAP de A: hojas con MeOH; B: particion MeOH/H,0; C: particion Hex; D: particion
CH,Cly; E: particion AcOEt; F: flores con MeOH, de P. gentianoides. G: hojas MeOH; H: flores
MeOH de B. salicifolius. Los datos estan expresados como el promedio = SD de al menos tres
experimentos independientes. Diferentes letras muestran diferencia significativa a P < 0.05

empleando una prueba de Duncan.

c . Muestra A[ug/mL] ORAC g/mL] FRAP
specie uestra m m
P Ho umol TE/g HI pmol CatE/g

2.5 |1,813.5+148.5a 100 250.0 £ 15.5a

2.5 1,874.2 + 43.5a 100 236.3+12.4a

_ ) 2.5 156.6 £ 25.7c 100 57.1+4.9c
P. gentianoides

2.5 1,808.4 + 17.0a 200 125.3+5.3b

1.0 |3,524.8+429.1b 50 377.9 +16.7d

2.5 1,552.4 £ 90.3a 100 161.3 +4.1b

S 2.5 1,797.7 £ 168.4a 200 83.1+2.3c
B. salicifolius

I @ m| m O O W| >»

25 |1,563.9+170.9d 200 78.8+2.7C




7.2.3 Determinacion de compuestos por Folin-Ciolcalteu.

Halliwell (1990), define como antioxidante una sustancia que presente en minima
concentracion disminuye o previene el dafio oxidativo a ADN, proteinas, lipidos o
carbohidratos debido a la presencia de especies reactivas. Estas especies reactivas
pueden llevar acabo una reaccion redox con los compuestos fendlicos y se sugiere que
los compuestos fendlicos son las sustancias antioxidantes mas activas de origen
natural (Rice-Evans et al., 1997).

Por otro lado, se ha reportado que la actividad antioxidante de muchos
compuestos de origen vegetal es proporcional al contenido de compuestos fendlicos
(Rice-Evans et al., 1997), lo cual sugiere una relacion entre ambas variables (Veglioglu
et al., 1998).

Tomando como base esta informacion se midi6 el contenido de fenoles
empleando el reactivo Folin-Ciocalteu y los valores fueron expresados como umol de
CatE/g de cada uno de los extractos, particiones y fracciones

La particion E la cual tuvo la mayor actividad en los experimentos DPPH’,
TBARS, ORAC y FRAP también mostré un contenido significante de compuestos
fendlicos (Figura 1V) comparado con las otras muestras analizadas que tuvieron un
valor de 591.8 umol Cat E/g, seguido por las particiones B y F y el extracto H con

valores de 378.8, 447.6 y 371.0 umol Cat E/g.



Compuestos fenolicos de las muestras de

B. salicifolius y P. gentianoides
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Figura IV.- Compuestos fendlicos totales de P. gentianoides y B. salicifolius evaluados
por la técnica de Folin-Ciocalteu. A: hojas con MeOH; B: particion MeOH/H,0O; C: particion n-
Hex; D: particion CH,Cl,; E: particion AcOEt; F: flores con MeOH, de P. gentianoides. G: hojas
con MeOH; H: flores con MeOH de B. salicifolius. Expresados como pmol CatE/g. Los datos
estdn expresados como el promedio + SD de al menos tres experimentos independientes.

Diferentes letras muestran diferencia significativa a P < 0.05 empleando la prueba de Duncan.

7.2.4 Actividad antioxidante de las fracciones en los modelos de
actividad antioxidante DPPH" y TBARS.

Puesto que la particion E mostré mayor actividad antioxidante y mayor contenido
de compuestos fendlicos se fracciond por cromatografia en una columna abierta de
silica gel, empleando un sistema de elusion con polaridad creciente n-Hex: AcOEt —
AcOEt: MeOH se colectaron ocho fracciones principales (F1-F8; esquema 1). En la
Tabla IX se muestra la actividad con el ensayo DPPH' de las fracciones obtenidas de la
particion E, las F-3, F-4, F-5 y F-6, mostraron la mayor actividad en el atrapamiento del
radical con Clsp de 20.1, 23.6, 26.0 y 12.7 ug/mL, respectivamente, dichas fracciones
presentaron un fuerte efecto inhibitorio frente a la peroxidacion de lipidos evaluado por
en ensayo TBARS, en particular la F-6 con una Clsp de 12.7 pg/mL, seguido por las F-

3, F-4y F-5 con Clspde 20.1, 23.6, y 26.0 ug/mL.



Tabla IX. Clsy de la actividad antioxidante de las fracciones del extracto E (Fracciones
F-1 a F-8) de P. gentianoides en los ensayos de DPPH’ y TBARS. Cls, concentracioén inhibitoria
que reduce el 50% del radical DPPH’. Los datos estan expresados como el promedio + SD de
al menos tres experimentos independientes. Diferentes letras muestran diferencia significativa a

P < 0.05 empleando la prueba de Duncan.

Fraccion DPPH’ TBARS
Clso [ug/mL]

F-1 > 1000 N.D.

F-2 57.4 £ 3.2a 30.0 £ 0.997a
F-3 45,3+ 3.8b 20.1 +1.790b
F-4 452 +2.9b 23.6 £1.011b
F-5 38.6+2.7b 26.0 £ 2.186b
F-6 41.8 +3.2b 12.7 £ 1.661c
F-7 52.3+4.0a 30.3 £ 2.165a
F-8 65.8 £ 3.7c 28.2 £ 3.149a

7.2.5 Actividad antioxidante de las fracciones en los modelos de
actividad antioxidante ORAC y FRAP.

En el ensayo ORAC las fracciones F-3, F-4, F-5 y F-6 fueron las que presentaron
mayor actividad antioxidante con 5,556.5, 6,165.7, 15,1501.8 y 5,627.7 umol de TE/g
(Tabla X). Estos datos correlacionan bien con los valores del ensayo FRAP; en el cual
las fracciones F-4, F-5 y F-6 mostraron las mejores actividades 1,066.1, 1,235.0 y

1,086.0 umol de CatE/g como se observa en la Tabla X.



Tabla X. Actividad antioxidante de las fracciones (F-1 a F-8) de la particion E de P.
gentianoides en los modelos de ORAC y FRAP. Los datos estan expresados como el promedio
+ SD de al menos tres experimentos independientes. Diferentes letras muestran diferencia

significativa a P < 0.05 empleando la prueba de Duncan.

ORAC FRAP
Fraccion | [ug/mL] pumol TE / g [Mg/mL] | pumol CatE /g

fraccion fraccion
F-1 1.0 563.8 £ 40.3a 200 48.7 + 1.8a
F-2 1.0 4,116.9 + 183.6b 50 271.4 +10.9b
F-3 1.0 5,556.5 + 379.7c 50 476.2 +14.3c
F-4 1.0 6,165.7 + 636.2C 25 1,066.1 + 57.3d
F-5 0.5 1,5501.8 + 591.8d 25 1,235.0 £ 38.7d
F-6 1.0 5,627.7 £193.7c 25 1,086.0 + 23.5d
F-7 1.0 2,592.0 + 262e 50 453.0 £16.9c
F-8 1.0 3,069.8 + 164f 50 415.5 +28.1c

7.2.6 Compuestos fendlicos de las fracciones por Folin-

Ciocalteu.

En la Figura V se muestra el contenido de compuestos fendlicos, se observé que
de la F-1 a la F-5 se incremento gradualmente de la concentracion de fenoles (F-5,
4,931.31 umol de Cat E/g) seguida por una disminucién gradual de la concentracién
hasta la F-8. Estos resultados fueron similares al ensayo DPPH' donde la F-5 presentd
la mayor actividad mientras que la F-6 mostré la mayor actividad en el ensayo TBARS,
con lo que se observa una relacion de los compuesto fendlicos con la actividad

antioxidante.
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Figura V. Compuestos fendlicos totales de las fracciones (F-1 a F-8) de la particion E de
P. gentianoides evaluados por Folin-Ciocalteu. Expresados como pmol CatE/g (umol de
catequina Equivalentes / g). Los datos estan expresados como el promedio + SD de al menos
tres experimentos independientes. Diferentes letras muestran diferencia significativa a P < 0.05

empleando una prueba de Duncan.

7.3 Estudio fitoquimico de la particion en acetato de etilo (E) de

P. gentianoides

Para llevar acabo el estudio fitoquimico, el extracto de hojas en metanol fue
sometido a una particion liguido-liquido en una solucion MeOH/H,O (6:4) vy
posteriormente particionada en n-hex (C), CH,Cl, (D) y AcOEt (E), dejando un residuo
MeOH/H,0 (B). De acuerdo a los resultados mostrados la particion con acetato de etilo
(E) presentd la mayor actividad antioxidante y fue fraccionada por cromatografia en
columna empleando silica gel como fase sélida, con un sistema de elusion n-Hex:
AcOEt y AcOEt: MeOH en diferentes proporciones aumentando la polaridad
gradualmente y terminando con 100% de MeOH. Se recolectaron 48 fracciones
principales, las cuales se analizaron por TLC, se visualizaron con luz UV A a 254 y 366
y se revelaron empleando sulfato cérico; de acuerdo a la similitud de sus componentes

se obtuvieron ocho fracciones principales, estas fracciones fueron sometidas a



diferentes ensayos de actividad antioxidante presentando la mayor actividad la fraccion
F-5.

La fraccién F-5 fue sometida nuevamente a una cc usando silica gel G 10-40 u
empleando un sistema de elusién CH,Cl,-MeOH (9:1) de esta fraccion se identificé el
compuesto 6 (martinésido; 40 mg) aislado del sistema CH,Cl,-MeOH (8:2) y el
compuesto 7 (verbascosido; 60 mg) del sistema CH,Cl,-MeOH (7:3) el cual fue
purificado por CCF empleando el mismo sistema de elusion.

La fraccion F-3 fue fraccionada en cc nuevamente en columna usando n-Hex,
AcOEt, y MeOH como solventes con un incremento gradual de la polaridad, se
obtuvieron siete sub-fracciones; aquellas eluidas con un sistema n-Hex-AcOEt 1:1
presentaron un precipitado amarillo, del cual se obtuvieron los compuestos 1 (luteolina;
19 mg) y el compuesto 2 (diosmetina; 200 mg). Ambos compuestos fueron separados
por cromatografia en columna con vacio utilizando silica gel G 10-40 p y eluyendo con
CH.Cl,: Acetona (6:4). De la misma fraccion F-3 se obtuvo el compuesto 5
(penstemindsido; 48.5 mg) el cual se obtuvo del sistema de elusion AcOEt-MeOH (8:2)
y precipito con acetona fria. La fraccion F-4 fue separada en una columna de sephadex
LH-20 en un sistema n-hexano-CH,Cl,-MeOH 2:1:1 obteniéndose el compuesto 3
(globularicisina; 110 mg).

El compuesto 4 (plantarenal6sido; 121 mg) se aislo del extracto crudo de MeOH de
una columna cromatografia eluida con un sistema AcOEt-MeOH (8:2).

Todos los compuestos fueron elucidados empleando RMN de 1D y 2D, IR, UV y

espectrometria de masas (Ver anexo 2), las estructuras se muestran en la figura 16.
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7.3.1 Elucidacion estructural del compuesto pensteminésido (5)
8-O-trans-cinamoil, 6 hidroxi, 1 — [B-D- glucopiranosido-6'-O-(4"-
hidroxi-cinamoil)]-catalpol

El nuevo iridoide tipo catalpol llamado penstemindsido se aisl6 como un polvo
café muy higroscépico. El espectro UV mostré bandas de absorcion caracteristicas de
un sistema iridoide y croméforos cinamoilo (Nguyen et al., 2005; Calis et al., 2001). El
espectro IR revel6 la presencia de un grupo hidroxilo (3,263 y 3,207 cm™), sefiales de
C-H insaturados (2,935 — 2,561 cm™) y aromaticos. La férmula molecular Cs3Hs4013 se
determind con base en los datos obtenidos en el experimento FAB MS M+1 (m/z 639) y
los datos obtenidos en las RMN de *H y *3C.

Los datos de los espectros de RMN de *H y *C fueron consistentes con un
iridoide C-10 unido a un glicésido. La asignacion completa de todos los protones y
carbonos fue basada en los experimentos COSY, HETCOR, FLOCK, COLOC vy
NOESY (Tabla XI).

El analisis del espectro de RMN de 'H (Acetonags 500, Mhz) mostr6 una sefial
doble a 644.78 (H1, d, J= 8 Hz, H-1") caracteristica de un proton anomérico, sugiriendo
la presencia de una unidad B-glucopiranosil. Por otra parte el acoplamiento de los
protones olefinicos en 6y 6.32 (1H, dd, J = 1.5, 6 Hz) y &4 5.02 (1H, dd, J =5, 6 Hz) fue
asignado a H-3 y H-4, respectivamente, sefales tipicas de un iridoide con una unidad
catalpol, adicionalmente los desplazamientos a 64 2.24 (1H, dddd, J = 2, 5, 7.5 Hz, H-5)
y oy 2.52 (1H, dd, J = 7.5, 10 Hz, H-9) mostraron que el anillo esta fusionado en
posicion cis, lo cual fue confirmado con el experimento NOESY.

En el experimento DEPT C** RMN (Tabla XI) el compuesto 5 mostré sefiales de
dos metilenos (6¢ 63.74 C-10, o¢c 63.49 C-6’), diez metinos; dos de ellos caracteristicos
de carbonos de iridoide tipo catalpol 6c 38.88 y 6¢c 43.29 (C-5 y C-9); un carbono
anomérico 6¢ 100.00 (C-17); seis carbonos oxigenados (C-2’, C-3’, C-4’, C-5', C-6 y C-
7) y un carbono soportando una glucosa con un desplazamiento ¢ 95.25 (C-1), cuatro
carbonos cuaternarios incluyendo un aromatico hidroxilado (C-1", C-1"", C-4”" y C-8) y
dos esteres de carbonilo, seis carbonos olefinicos (C-3, C-4, C-a, C-f, C-a' y C-B) y

nueve carbonos aroméaticos (6¢c 129.81 -116.78 ppm, Tabla XIl).



Un analisis adicional mostr6 dos sistemas AB para cuatro protones olefinicos
trans de acuerdo con sus constantes de acoplamiento, el primero de estos sistemas en
81 6.50 y 8y 7.67 (2H, d, J = 16 Hz, C-o’ y C-B’) y el otro en & 6.38 y & 7.63 (2H, d, J =
16 Hz, C-a y C-B), perteneciendo estos a dos grupos cinamoil lo cual se confirmé con
las sefiales remanentes que corresponde a nueve protones aromaticos entre oy 6.83 y
dy 7.62. Cuatro protones aromaticos oy 7.54 d y 64 6.83 d (2H, sistema AA'BB’ cada
uno con una constante J = 8.5 Hz, H-2”, H-6", H-3” y H-5") fueron caracteristicos de un
grupo 4-hidroxi cinamoil, corroborando el carbonilo por un desplazamiento en ¢ 160.62
en el especto de RMN de '3C (C-4”, Tabla Xl). Adicionalmente, en el experimento
FLOCK este carbono (C-4"), presenté un acoplamiento con 8y 6.83 (2H, d, J = 8.5, H-
3"y H5")y 754 (d, J = 85, H-2" y H-6"). Ademas ¢ 127.0 (C-1"), mostrdé un
acoplamiento con oy 6.83 (d, J = 8.5, H-3" y H-5") y 6.38 (d, J = 16 Hz, H-a) lo cual
confirmo la posicion del grupo 4”-hidroxi. Los cinco protones aromaticos adicionales oy
7.40 (3H, m, H-3", H-4" y H-5™) y 7.62 (2H, dd, J = 2.5, 6 Hz, H-2"" y H-6") nos
permitieron corroborar la presencia del otro grupo cinamoilo.

La localizacion de la unidad B-gluco*Piranosil, 4”- hidroxi cinamoil y cinamoil
fueron determinados usando los experimentos COLOC y FLOCK (Figura 17). La
posicion del azucar unido a la aglicona fue establecida en el C-1 de la unidad catalpol
por un acoplamiento a larga distancia entre ¢ 95.25 y la sefial del proton a oy 4.78 (H-
1). En el experimento COLOC se observaron correlaciones entre el grupo carbonilo
ester (6¢c 167.5, C-7’) y el protén olefinico a 64 7.63 (d, J = 16 H-B, 1H), con el grupo
metileno de la glucosa a 64 4.57 (2H, dd, J = 3, 8.5, H-6’) definiendo la acilacion de 4-
hidroxi-trans-cinamoil a C-6'.

El grupo carbonilo a 3¢ 166.74 (C-7”) del trans-cinamoil presentd en el
experimento COLOC una correlacion a larga distancia con el doblete a &4 7.67 (1H, d, J
=16 Hz, H- B’), asi como con los dos protones metilenos a 64 4.13y 6y 5.07 (2H, d, J =
12.5 Hz, 10-Ha y 10-Hb). Asi mismo, esta fue una interaccion entre el metileno H-10 y
el carbono con un desplazamiento a 6¢c 62.7 indicando que el sitio de esterificacion de

este fragmento es con la unidad catalpol en el C-8.



Asi este compuesto fue identificado como 8-O-trans-cinamoil, 6 hidroxi, 1—-[(3-D-
glucopiranosido-6’-O-(4"-hidroxi-cinamoil)]-catalpol (5) del cual no se tiene reportes

previos en la literatura.

Figura 17. Estructura quimica del nuevo iridoide tipo catalpol, nombrado
Penstemindsido:  8-O-trans-cinnamoil, 6-hidroxi, 1-[B-D-glucopiranosido-6’-O-((4"-
hidroxi)-cinnamoil)]-catalpol. Se muestran las correlaciones en los diferentes
experimentos que se observaron para determinar la estructura quimica.
COLOC (= ), FLOCK (—» ) y NOESY (—p )



Tabla XI. RMN*H y *3C datos espectroscopicos del penstemindsido (nuevo iridoide tipo

catalpol)
13 & H! (ppm) J
Asignaciones | ¢ | 8C " (ppm) (H2) COLOC | FLOCK | NOESY
125 MHz
500 MHz
Aglicona 1 9525  [4.95 d 10 H-9, H-1 Eé H-9,
14153 |6.32 dd 1.5, 6 |H-4 H-4 H-4
4 103.89 |5.02 dd 5,6 H-5, H-6 '7435 H-9,
224 dddd 2|H-9 H-9
° 3888 135,575
6 79.33 389 d85 |HB5,H-7 _ |H-9,H7 |H5 H7
7 62.0L  |3.46m H-6
8 62.77 H-10
o 43.29 i.osz dd 7.5,|H-5 H-5, H-1
a 4.13, b 5.07 H-10
10 6374 |9 15
Glucosil T 100.00 |4.78 d 8 H2,H1 |[H2
2 74.64 _ [3.29 185 H-4’
3 77.66 3.46 m Ej’ H-2\,|H2 H-4
4 70.96 [3.46 m
5 75.33_ |3.58 m
6 63.49  |4.45 dd 3,85
Hidroxicinamoil | 1" 127.07 |- o, H3", H-5" | o, H3", H-5"
2" 131.10 |7.54 d85 B
3 116.78_ |6.83 d85
. H-6", H-2",
4 160.62 |- H3" Hen
5 116.78  |6.83 d 85
6" 131.10 |7.54 d85 B
a 11561 |6.38 d 16 B H-B
B 14562 |7.63 d 16 H-2", H-6" H-a
“0 1 16785 |- B, H-6 i
Cinamoil 1" 13553 |- o, 5", 3"
2" 129.81  |7.62 dd 2.5, 6 |H-4"
3" 12913 |7.40 m B
47 131.10 |7.40 m
5" 12913 |7.40 m B
6" 129.81  |7.62 dd 2.5, 6 |H-4"
o 119.07 |6.50 d 16 B H-p’
B 14553 |7.67 d 16 H2"", H6™ H-o
COO B’ H-10a,
s 166.74 |- 10D
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Figura 18. Espectro de RNM *3C del Pensteminésido (5).
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Figura 22. Espectro del experimento NOESY Penstemindsido (5).
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Figura 24. Espectro del experimento FLOCK Penstemindsido (5).



7.3.2 Constantes fisicas y espectroscopicas de los compuestos

aislados de P. gentianoides.

Los otros seis compuestos se dilucidaron de la misma forma que el
penstemindsido (5) empleando los experimentos *H RMN, *C RMN, y 2D RMN, y se
confirmaron dichas estructuras comparando los datos obtenidos con los datos citados

en la literatura.

1 Luteolina (Nissler et al., 2004)

Polvo amorfo color amarillo. MS: (El) (m/z): 286 [M*] (CisH100s). RMN *H
(Acetona ds 300 MHz) § (ppm) 7.5 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-2'), 7.45 (1H, dd, J = 2.3, 9 Hz,
H-6'), 6.99 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5), 6.56 (1H, s, H-3), 6.53 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-8),
6.24 (1H, d, J = 2 Hz, H-6). RMN *3C, (75 MHz) & (ppm) 183.07 (C-4), 165.16 (C-7),
164.82 (C-2), 163.37 (C-5), 158.04 (C-9), 150.18 (C-4"), 146.49 (C-3), 123.71 (C-1)),
120.0 (C-6"), 116.74 (C-5'), 114.23 (C-2’), 104.15 (C-3 y C-10), 99.69 (C-6), 94.67 (C-8).

2 Diosmetina (Mabry et al., 1970)

Polvo amorfo color amarillo. MS: (El) (m/z): 300 [M*] (C16H1206). *H - RMN
(DMSO, 300 MHz) & (ppm) 7.53 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2"), 7.49 (1H, dd, J = 2.1, 7.5 Hz,
H-6"), 6.88 (1H, s, H-3), 6.92 (1H, d, J = 9 Hz, H-5'), 6.49 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8) 6.18
(1H, d, J = 2.1 Hz, H-6) 3.88 (3H, s, OMe). RMN *C con MeOH, (75 MHz) & (ppm)
181.78 (C-4), 164.13 (C-7), 163.65 (C-2), 161.42 (C-5), 157.31 (C-9), 150.71 (C-4"),
148.01 (C-6), 121.5 (C-1’), 120.33 (C-6), 115.75 (C-5’), 110.18 (C-2’), 103.68 (C-10),
103.19 ( C-3), 98.8 (C-3), 94.02 (C-8), 55.94 (OMe).

3 Globularicisina (Chaudhuri et al., 1981)

'H RMN (Acetona dg 300 MHz): & ppm 7.72 (1H, d, J = 16 Hz, H-a), 7.42-7.68
(5H, H-2', 3", 4', 5", 6"), 6.57 (1H, d, J = 16 Hz, H-B), 6.35 (1H, dd, J = 1.8, 5.7 Hz, H-3),
5.02 (1H, dd, J = 4.8, 6 Hz, H-4), 5.04 (1H, d, J = 9 Hz, H-1), 4.79 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-
1), 4.34, 4.98 (2H, d, J = 12.5 Hz, H-10a y H-10b), 3.50 (1H, s grueso, H-7), 2.58 (1H,
dd, J = 7.8, 9.3, H-6), 2.29 (1H, dddd, J = 1.8, 3, 4.8, 7.8, H-5). **C RMN (MeOH 300



MHz): & ppm 167.19 (C=0), 145.69 (C-p), 141.18 (C-3), 135.23 (C-1"), 131.12 (C-4"),
129.69 (C-2"), 129.04 (C-3”, 5” and 6”), 118.65 (C-0)), 103.70 (C-4), 100.19 (C-1),
95.32 (C-1), 78.86 (C-6), 77.63 (C-3'), 77.40 (C-5'), 74.43 (C-2’), 70.70 (C-4’), 63.57 (C-
10), 62.76 (C-8), 62.47 (C-7), 62.06 (C-6'), 43.09 (C-9), 38.58 (C-5).

4 Plantarenal6sido (Damtoft et al., 1981; Armandodoriano et al., 1982)

UV A (MeOH dg) nm: 212, 235 and 279. [ap]: -0.052 (582 nm), 30.0 mg/mL. IR
(cm™): 3385, 2934, 2870, 1668, 1626, 1253, 1072, 853, 756. MS: (FAB) (m/z): 360.35
[M*], 361 [M" + H], (C16H240g). RMN - *H (MeOH dg 300 MHz) & (ppm): 9.24 (1H, s, H-
11), 7.39 (1H, s, H-3), 5.86 (1H, d, J = 1.56 Hz, H-1), 4.60 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-1"), 3.92
—3.88 (2H, AX dd, J = 2.1, 12 Hz, H-6'), 2.4 (H2, dd, J = 1.5, 9.9 Hz, H-9), 2.28 — 1.97,
2H, m, H-6), 1.11 (2H, m, H-7), 0.94 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-10). RMN **C con MeOH, (75
MHz) & (ppm) 192.55 (C-11), 164.21 (C-3), 126.38 (C-4), 99.87 (C-1), 96.84 (C-1),
78.51 (C-5'), 77.51 (C-3'), 74.39 (C-2’), 73.47 (C-5), 71.71 (C-4’), 62.85 (C-6'), 52.64 (C-
9), 38.90 (C-6), 35.18 (C-8), 33.00 (C-7), 16.36 (C-10).

5 Pensteminosido
UV A (MeOH) nm: 216, 231y 277. [op): -0.058 (582 nm), 35.0 mg/mL. IR (cm™): 3263,
3207, 2935, 2561, 1457, 1024, 712 624. MS: (FAB) (HRMS) (m/z): 639 [M']
(Cs3H34013), 613, 569, 525, 481, 437, 393, 391, 349, 307 (25%), 289 (15%), 273, 242,
165, 154 (100%), 139 (67%), 107 (20%), 89 (19%), 77 (18%), 55, 39. 'H NMR y *C
NMR datos en Tabla X. HR ESI-MS m/z: 661.19035 [M+Na]".

6 Martindsido (Teboring y Junior, 1989; Calis et al., 1984).
UV (A, nm, Acetona dg): 325, 262 y 218. [ap]: -1.742 (582 nm), 23.0 mg/mL. IR (cm™):
3382, 3314, 1656, 1601, 1496, 1447, 1260, 1073, 843, 629. 'H - RMN (MeOH, 300
MHz): & ppm 7.64 (1H, d, J =16 Hz, H-B"), 7.33 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2"), 7.14 (1H, dd,
J =1.8, 8.1 Hz, H-6™), 6.87 (1H, d, J = 11.1 Hz, H-5™), 6.83 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5),
6.77 (1H, d, J = 1.8, H-2), 6.68 (1H, dd, J = 2.1, 8.1 Hz, H-6), 6.41 (1H, d, J = 16 Hz, H-
«), 5.30 (1H, s, grueso, H-1"), 4.91 (1H, t, J = 9 Hz, H-4"), 4.44 (1H, d, J = 7.5, H-1"),
4.01, 3.71 (2H, m, H-0). 3.91 (3H, s, OCH3 "), 3.86 (1H, m, H-3"), 3.79 (3H, s, OMe),



3.62 (1H, m, H-57), 3.45 (1H, t, J = 8.4 Hz, H-2"), 3.34 (1H, t, J = 9.5 Hz, H-4"), 2.79
(1H, t, J = 7.2, H-B). *C RMN (MeOH 300 MHz): & ppm 167.22 (C=0), 150.32 (C-3"
and C-4™), 148.85 (C-3), 147.41 (C-5), 146.84 (C-p), 132.72 (C-1), 127.54 (C-1™),
124.31 (C-6™), 120.79 (C-6), 116.80 (C-5), 116.15 (C-5™), 111.42 (C-2"), 103.96 (C-1’),
101.91 (C-1"), 79.61 (C-3"), 76.35 (C-2"), 76.06 (C-5"), 73.71 (C-4"), 72.26 (C-3"), 72.09
(C-2"), 71.51 (C-a), 70.35 (C-4’), 69.54 (C-5"), 62.47 (C-6'), 56.42 (2 OCHs), 36.31 (C-
B), 18.58 (C-6").

7 Verbascoésido (Arciniegas et al., 1997; Pardo et al., 1998; Liu et al., 1998;
Akdemir et al., 2004)
UV (A, nm, MeOH): 331, 266, 217, 213y 209. [ap]: -0.062 (582 nm), 23.0 mg/mL.
'H - RMN (MeOH dg, 500 MHz): & ppm 7.58 (1H, d, J = 16 Hz, H-B’), 7.04 (1H, d, J = 2
Hz, H-2), 6.94 (1H, dd, J = 2, 8 Hz, H-6""), 6.76 (1H, d, J = 8 Hz, H-5""), 6.68 ( 1H, d, J
= 2 Hz, H-2), 6.64 (1H, d, J = 8 Hz, H-5), 6.55 (1H, dd, J = 2, 8 Hz, H-6), 6.26 (1H, d, J
=16 Hz, H-a), 5.17 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-1"), 4.04, 3.71, (2H, m, H-a)) 4.91 (1H, m, H-
4) 3.50 (1H, m H-5), 4.37 (1H, d, J = 8 Hz, H-1'), 3.90 (1H, dd, J = 1.5, 3, H-2"), 3.80
(1H,t, J = 9.5 Hz 3"), 3.61 — 3.52 m, H-6"), 3.56 (1H, dd, J = 3, 9.5 Hz, H-3""), 3.38 (1H,
dd, J = 8, 9.5 H-2"), 3.31 (1H, m, H-4"), 2.78 (2H, ddd, J = 3.5, 7.5, 11 Hz, H-B), 1.08
(3H, d, J = 6.5 Hz, H-6"). **C RMN (MeOH 300 MHz): & ppm 168.36 (C=0), 149.68 (C-
4™), 148.03 (B’), 146.70 (C3™), 145.97 (C-3), 144.52 (C-4), 131.45 (C-1), 127.56 (C-
1), 123.24 (C-6™), 121.28 (C-6), 117.12 (C-2), 116.54 (C-5""), 116.3 3 (C-5), 115.25
(C-2), 114.60 (C-a), 104.04 (C-1"), 102.95 (C-1"), 81.69 (C-3), 76.11 (C-2'), 75.80 (C-
57, 73.70 (C-4"), 72.23 (C-2"), 72.19 (C-a), 71.95 (C-3") 70.59 C-4"), 70.41 (C-5"), 62.2
(C-6), 36.5 (C-B), 18.40 (C-6").



7.4 Ensayos de viabilidad, actividad antiinflamatoria vy
antioxidante en la linea celular macrofagos RAW 264.7 con el extracto
(A), particiones, fracciones y compuestos puros obtenidos de P.
gentianoides.

Como modelo de actividad biolégica para determinar la actividad antiinflamatoria
y antioxidante de P. gentianoides se empleé la linea celular de macr6fagos murinos
RAW 264.7 estimulados con LPS, en la cual se evalud la viabilidad de las células en

presencia de las muestras, la expresion de las enzimas COX-2 e iNOS, la produccion

de nitritos asi como el estrés oxidativo.

7.4.1 Viabilidad de los macrofagos RAW 264.7 estimulados con
LPS.

El ensayo de citotoxicidad empleado el MTT descrito por Mosmann en 1983,
estd basado en la capacidad de la enzima mitocondrial dehidrogenasa de las células
viables para romper el anillo tetrazolio que le confiere el color amarillo al MTT y formar
cristales de formazan de color azul oscuro. El numero de células sobrevivientes es
directamente proporcional a los niveles de formazan producidos y por lo tanto refleja la
viabilidad de las células en presencia de un compuesto prueba, asi como la
citotoxicidad del compuesto. Para comprobar la efectividad del ensayo se realizaron
pruebas de toxicidad con peroxido de hidrogeno a 10 uM, bajo estas condiciones se
observd un viabilidad menor al 5% (datos no mostrados), con base a estos resultados
se determind que el ensayo de viabilidad de los macréfagos RAW 264.7 empleando
MTT era apropiado.

En las figuras VI y VIl se observa que el extracto y las particiones no presentaron
actividad citotoxica a 100 ug/mL, por lo cual se decidié emplear esta concentracion
para realizar los otros ensayos biolégicos empleando los macrofagos RAW 264.7. Con
respecto a las fracciones Unicamente las células tratadas con la fraccion F-8
presentaron un porcentaje de viabilidad menor al 76% con respecto al control, por lo

cual se decidio no realizar los demas experimentos con esta fraccion (Figura IX).
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Figuras VI y VII. Viabilidad de los macrofagos RAW 264.7 tratados con LPS (1 pg/mL)
en presencia y ausencia de las muestras de P. gentianoides (100 ug/mL) A: hojas con MeOH,;
B: particibn MeOH/H,O; C: particibn n-Hex; D: particion CH,Cl,; E: particion AcOEt y las
fracciones F1- F7 (50 pug/mL;) obtenidas de la particion E. La viabilidad celular fue determinada
por la reduccion mitocondrial de MTT ensayo descrito en ‘materiales y métodos’. Co = control,
LPS = lipopolisacarido. Los datos estan expresados como el promedio + SD de al menos tres
experimentos independientes. La viabilidad de las células sin LPS fue referida como el 100%.
*P < 0.05 representa una diferencia significativa comparada con los valores obtenidos con las

células sin LPS.

El compuesto diosmetina (2) tuvo actividad citotoxica a 50 uM y se decidio
emplear una concentracion de 25 uM al igual que para la luteolina (Figura VIII), a esta
concentracion la diosmetina no mostré6 un efecto citotéxico por lo cual se decidié
emplearla como concentracibn maxima para realizar los ensayos siguientes. Se
observd que las células tratadas con LPS presentaron un aparente incremento en la
viabilidad, para explicar este efecto se sugirié6 que los macrofagos al ser estimulados
con LPS incrementaron la actividad de su maquinaria celular produciendo la ruptura del
anillo tetrazolio de mas moléculas de MTT aumentando de esta manera la coloraciéon

azul en comparacion a las células empleadas como control negativo, de igual forma las



células tratadas con las muestras y el LPS mostraron un aparente de aumento de la
viabilidad.
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Figuras VIII. Viabilidad de los macréfagos RAW 264.7 tratados con LPS (1 ug/mL) en
presencia y ausencia de los compuestos obtenidos de P. gentianoides 1) luteolina, 2)
diosmetina, 3) globularicisina, 4) plantarenalésido 5) pensteminésido 6) martinésido y 7)

verbascosido (50 y 25 uM). La viabilidad celular fue determinada por la reduccién mitocondrial

de MTT ensayo descrito en ‘materiales y métodos’. Co = control, LPS = lipopolisacérido. Los
datos estan expresados como el promedio + SD de al menos tres experimentos
independientes. La viabilidad de las células sin LPS fue referida como el 100%. *P < 0.05
representa una diferencia significativa comparada con los valores obtenidos con las células sin
LPS.

7.4.2 Expresion de las enzimas COX-2 e iNOS en los macrofagos
RAW 264.7.

Como se menciond en los antecedentes, los macrofagos son células que se
encuentran estrechamente relacionadas con la respuesta inflamatoria, estas células
llegan al sitio de inflamacion y se inicia una serie de eventos y sefalizaciones
desencadenadas en primer lugar por los neutréfilos, también se sabe que los
macrofagos pueden secretar proteasas, eicosanoides, citocinas, ERO y ERN (Nathan,
2002).



La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 fue obtenida por primera vez
de un tumor inducido por el virus de leucemia murino Albeston (Ralph et al., 1977).
Esta linea celular ha sido ampliamente empleada para determinar el efecto
antiinflamatorio de varios compuestos, ya que estas células expresan las enzimas
COX-2 e INOS mediante el estimulo con LPS bacteriano (Reddy et al., 1994; Phillips et
al., 1993). La expresion de COX-2 e iINOS en los macréfagos RAW 264.7 tratados con
la muestras, fue estudiada por la técnica de inmunoreplica 0 Western blot, mediante la
cual se analiz6 la inhibicion o la induccion de la expresion de ambas enzimas con
respecto a un control (Tsao et al., 2004; Kang et al., 2005; Pan et al., 2000).

En esta técnica fue muy importante que las células y el sistema para detectar la
expresion de las enzimas INOS y COX-2, se encontrara en ¢ptimas condiciones, es
decir, que las células empleadas como controles negativos no presentaran expresion
de las enzimas y que al estar en contacto con la sustancia estimuladora en este caso 1
pg/mL de LPS por 12 h, mostraran una evidente expresion en las condiciones de
electroforesis y Western Blot empleadas.

Para validar el ensayo con la linea celular RAW 264.7 se empleé como control
positivo el compuesto sulforafano (SFN) el cual se ha reportado que inhibe la expresion
de las enzimas COX e iNOS a nivel transcripcional, inhibiendo la union del DNA y del
NF«xB (Heiss et al., 2001).

Los resultados obtenidos con el extracto y las particiones (Figura 1X), mostraron
gue el extracto A no presentd actividad en la expresion de las enzimas INOS y COX-2
con ninguna de las concentraciones empleadas 100 y 50 pg/mL. La particibn B mostré
una ligera inhibicién en la expresion de la enzima iINOS a 100 pg/mL, inhibicion que se
perdio totalmente a 50 pug/mL; en la expresion de la enzima COX-2, la particion B no
mostré una actividad evidente a las dos concentraciones empleadas. Por otro lado, la
particion C no presentd inhibicibn en la expresidon de la enzima INOS a las
concentraciones empleadas, pero a 100 pg/mL inhibié casi totalmente la expresion de
COX-2, perdiendo la actividad a 50 pg/mL, esto pudo deberse a que la particion C a
100 ug/mL contiene compuestos que inhiben la expresion de COX-2, de manera
independiente a la expresion de iINOS. La particion D, no tuvo inhibicion en la expresion

de ambas enzimas a las concentraciones empleadas al igual que el extracto A. Con



respecto a la particion E, esta fue la que presenté mayor actividad en la inhibicion de la
expresion de la enzima iINOS a 100 pug/mL, y al igual que la particion B la actividad se
perdié a 50 pg/mL, con respecto a la expresion de COX-2, la particion E a 100 pg/mL
no mostrd actividad, pero a 50 pg/mL se observé un incremento en la expresion de
COX-2.

Estos resultados concuerdan con la evidencia que sugiere que el NF-«B no es el
Unico factor de transcripciéon activado por LPS involucrado en la expresion de COX-2 e
INOS ya que al igual que los resultados obtenidos se observa una expresion de COX-2
independiente de INOS y por lo tanto de NF-kB (Djoko et al., 2007).

De acuerdo a los resultados logrados en las pruebas de actividad antioxidante se
decidi6é fraccionar la particion E obtenida con acetato de etilo, de manera interesante
esta fue la particion que presenté mayor actividad en la inhibicion de la expresion de la
enzima INOS; con las fracciones obtenidas de esta particion, también se realizaron

pruebas para examinar su efecto en la expresion de las enzimas estudiadas.



Extracto y particiones de P. gentianoides
Carril 1 2 3 4 5 6 7 1 2 8 9 10 11 12 13

———— S

- - - - - —» COX-2
—— e — —— 4 » B-actina
ety - Wy i
LPS -+ + + + + 4+ -+ + + + + + +
Extracto - - A A B B SFN - - C€C C D D E E
[ug/mL] - - 100 50 100 50 3.54ug/mL - - 100 50 100 50 100 50
[CJiNOS C1iNos
3.0+ L C'J\IOX-Z 2.5+ [ COX-2

o y

x x

8 2.5 82_0_

> >

[0 (%))

2 20- g

2 3 154

2 15- g

8 k&

- o

c c 1.0

S 1.0+ .‘%

[0

< g

o 0.5 W5

1 2 3 4 5 6 7 1 2 8 9 10 11 12 13

Figura IX. Efecto de las muestras de P. gentianoides (100 y 50 ug/mL; A: hojas con
MeOH; B: particibn MeOH/H,0O; C: particion n-Hex; D: particion CH,Cl,; E: particion AcOEt) en
la expresion de las enzimas COX-2 e iINOS en los macrofagos RAW 264.7 estimulados con
LPS (1 pg/mL). Las células fueron tratadas como se describe en ‘materiales y métodos’.
Cantidades iguales de proteina (40 ug/carril) se separaron en un gel de acrilamida SDS al
7.5%, y la expresion de COX-2, iINOS y B-actina fue detectada por Western Blot empleando los
anticuerpos especificos. La proteina B-actina fue usada como control interno. La cuantificacion
de la intensidad de las bandas se realiz6 por densitometria (BIO-RAD Digital Imaging System)
COX-2/B-actina y iNOS/B-actina.



En la figura X se observé que las fracciones F-1, F-2 y F-3, fueron las que
inhibieron la expresion de la enzima iINOS observando la mayor actividad a 50 pg/mL
sin perderla a 10 pg/mL, contrario a lo observado en la expresiéon de COX-2 ya que a
una concentracion de 50 pg/mL se observé un aumento de la expresion de la enzima y
a una concentracion menor de 10 pg/mL se observé una inhibicion en la expresion.
Esto se pudo deber a que en esas fracciones se encuentran compuestos que a altas
concentraciones estimulan la expresion de la enzima COX-2 de manera independiente
al factor NF-kB. Por otro lado se sabe que el NO* producto de sintesis de la iNOS, y los
productos intermediarios como el ONOQO™ estan involucrados en la estimulacion de la
expresion y actividad de COX-2, por lo tanto se especula que efecto inhibitorio de estas
fracciones a 10 pg/mL en la expresion de COX-2 es de manera independiente a los
productos de sintesis de iINOS.

En el caso de la fraccion F-4 al realizar el analisis de densitometria de la
membrana se observé que esta fraccion a 10 pug/mL fue la que presentdé mayor
actividad en la inhibicién de la enzima COX-2, y que no presento actividad en la
expresion de INOS a las concentraciones empleadas. Con la fraccion F-5 se observé
un comportamiento diferente en comparacion a F-1, F-2 y F-3 en la expresion de la
enzima COX-2, a una concentracion de 50 pg/mL no se observé un efecto significativo
de la expresién, sin embargo a 10 ug/mL se observé una aumento en la expresion de
dicha enzima, y contrario al efecto de las mismas fracciones no se observo un efecto

en la enzima iNOS.



Fracciones F-1 a la-F-5 de la particién E de P. gentianoides
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Figura X. Efecto de las fracciones F-1 a la F-5 (50 y 10 ug/mL) de la particion E de P.
gentianoides en la expresion de las enzimas COX-2 e iINOS en los macrofagos RAW 264.7
estimulados con LPS (1 ug/mL). Las células fueron tratadas como se describe en ‘materiales y
métodos’. Cantidades iguales de proteina (40 ug/carril) se separaron en un gel de acrilamida
SDS al 7.5%, y la expresion de COX-2, INOS y B-actina fue detectada por Western Blot
empleando los anticuerpos especificos. La proteina B-actina fue usada como control interno. La
cuantificacion de la intensidad de las bandas se realiz6 por densitometria (BIO-RAD Digital
Imaging System) COX-2/B-actina y iINOS/B-actina.



En la figura XI se observa que la fraccion F-6 presenté una inhibicion en la
expresion de COX-2 a 10 pg/mL, pero contrario a F-1, F-2 y F-3 las que tuvieron un
efecto similar a la misma concentracion; por otro lado, la F-6 no presenté ninguna
actividad a 50 pg/mL en la expresion de COX-2 y con respecto a la expresion de iNOS
esta fraccion no tuvo present6 una actividad significativa. En el caso de la F-7, no se

observo actividad en la expresion de INOS y COX-2.

Fracciones F-6 y F-7 de la particion E de P. gentianoides
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Figura Xl. Efecto de las fracciones F-6 y F-7 (50 y 10 pug/mL) de la particién E de P.
gentianoides en la expresion de las enzimas COX-2 e iINOS en los macrofagos RAW 264.7
estimulados con LPS (1 ug/mL). Las células fueron tratadas como se describe en ‘materiales y
métodos’. Cantidades iguales de proteina (40 ug/carril) se separaron en un gel de acrilamida
SDS al 7.5%, y la expresion de COX-2, iINOS y B-actina fue detectada por Western Blot
empleando los anticuerpos especificos. La proteina B-actina fue usada como control interno. La
cuantificacion de la intensidad de las bandas se realiz6 por densitometria (BIO-RAD Digital
Imaging System) COX-2/B-actina y INOS/B-actina.



En la figura XII-A se observa que el compuesto luteolina (1) tuvo una actividad
inhibitoria de la expresion de la enzima iINOS, presentando la mayor actividad a 50 uM
y perdiendo casi totalmente la actividad a 10 pM. En el caso de la expresion de la
enzima COX-2 se observé un efecto similar aunque menor, este resultado concuerda
con los reportados en otros articulos en donde se muestra la actividad inhibitoria de
este compuesto (Matsuda 2003), por lo tanto se consideré a la luteolina como un
control positivo de este ensayo.

El compuesto diosmetina (2), presentd un comportamiento similar, en la
expresion de la enzima iINOS a la concentracion maxima 25 uM, pero en el caso de
COX-2 el efecto fue menor que el encontrado con la luteolina a la misma concentracion
de 10 puM.

El mismo experimento fue llevado a cabo con los otros compuestos
globularicisina (3), plantarenaldésido (4) penstemindsido (5) martinésido (6) y
verbascosido (7) a las mismas concentraciones (50 y 10 uM) sin observar efecto

significativo en la expresion de ambas enzimas (Figura XII-B).
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Figura XIl. Efecto de los compuesto puros (50 y 10 uM) obtenidos de P. gentianoides 1)
luteolina, 2) diosmetina, 3) globularicisina, 4) plantarenalésido 5) penstemindsido 6) martindsido
y 7) verbascésido en la expresiéon de las enzimas COX-2 e iNOS en los macrofagos RAW 264.7
estimulados con LPS (1 pug/mL). Las células fueron tratadas como se describe en ‘materiales y
métodos’. Cantidades iguales de proteina (40 ug/carril) se separaron en un gel de acrilamida
SDS al 7.5%, y la expresion de COX-2, iINOS y B-actina fue detectada por Western blot
empleando los anticuerpos especificos. La proteina -actina fue usada como control interno. La
cuantificacién de la intensidad de las bandas se realizdé por densitometria (BIO-RAD Digital

Imaging System) COX-2/B-actina y iINOS/B-actina.



Para corroborar el efecto de los compuestos luteolina (1) y diosmetina (2) se
realiz6 un experimento a dosis respuesta (50, 25 y 10 uM y 25, 15 y 10 uM
respectivamente) (Figura XIlI-A), el flavonoide luteolina presenté mayor actividad
inhibitoria de la expresion de la enzima INOS, con respecto a la diosmetina. En el caso
de la enzima COX-2 se observd un comportamiento similar con la luteolina aunque el
efecto fue menor que en la expresion de la INOS, la diosmetina no present6 un efecto
significativo en la expresion de COX-2 y parecido a la particion E a la menor
concentracion 10 pg/mL se observo una ligera estimulacion.

Para confirmar que los demas compuestos no presentaran actividad se decidio
utilizar una concentracion de 100 uM (Figura XllI-B) y no se observé un efecto en la
expresion de las enzimas COX-2 e iNOS ni en la inhibicién, ni en el incremento.
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Figura XIlIl. Efecto de los compuesto puros 1) luteolina (50, 25y 10 uM), 2) diosmetina
(25, 15y 10 uM) (A), 3) globularicisina, 4) plantarenalésido 5) penstemindsido 6) martinésido y
7) verbascosido (100 uM) (B) obtenidos de P. gentianoides en la expresion de las enzimas
COX-2 e iNOS en los macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS (1 pg/mL). Las células
fueron tratadas como se describe en ‘materiales y métodos’. Cantidades iguales de proteina
(40 pg/carril) se separaron en un gel SDS al 7.5%, y la expresién de COX-2, iINOS y B-actina
fue detectada por Western Blot empleando los anticuerpos especificos. La proteina p-actina fue
usada como control interno. La cuantificacion de la intensidad de las bandas se realizé por

densitometria (BIO-RAD Digital Imaging System) COX-2/B-actina y iINOS/B-actina.



7.4.3 Produccion de nitritos en los macréfagos RAW 264.7.

La cuantificacién de la produccion de nitritos es una técnica indirecta empleada
para determinar la produccion de NO® en los macréfagos, los cuales se sabe que
pueden llegar a producir 4 x 10° moléculas de NO® por célula a partir de la enzima
INOS (Dedon et al., 2004). Esta determinacion es comunmente realizada utilizando el
ensayo de Griess.

En los ensayos realizados para la evaluacion de la produccién de nitritos se
observd un aumento significativo en la produccion de estos en las células RAW 264.7
al ser estimuladas con 1 pg/mL de LPS con respecto al control, aumentando
aproximadamente cinco veces.

En la figura XIV se observa que los extractos A y B, no presentaron actividad en
la inhibicion de la produccion de nitritos, al comparar estos resultados con la expresion
de la enzima iINOS (Figura Xl), los resultados concuerdan con el extracto A, pero no
con la particion B, ya que con esta particibn se esperaba una inhibicion en la
produccion de nitritos la cual no se observ6. Con respecto a la particion E esta fue la
gue presentd la mayor actividad inhibitoria en la produccidbn de nitritos
(aproximadamente del 80%) lo cual concordd con la inhibicion de la expresion de la
enzima iNOS. La inhibicién de la produccién fue seguida por las particiones C y D las
que presentaron actividad del 50%. Sin embargo la particion C no presentd un efecto
inhibitorio de la enzima INOS, y la particion D mostré una baja inhibicion de su
expresion, este efecto se pudo deber a que son una mezcla muy compleja de
compuestos, y que estos no actlen directamente sobre la expresion de la enzima
iINOS, pero si en su actividad, asi como en la produccion de NO®; ya que algunos
compuestos puedan atrapar en NO® e inhibir la producciéon de nitritos y de otras
especies reactivas del nitrégeno lo cual los hace buenos candidatos para prevenir el

estrés oxidativo producido por especies reactivas de nitrégeno.

En la figura XV se observa que la fraccion F-3 fue la que presenté mayor
inhibicion en la produccion de nitritos con una actividad mayor al 95%, esto concordd
con la inhibicion de la expresion de la enzima iNOS y contrario a lo que se observé con

las fracciones F-1y F-2 (27 y 47% de inhibicion respectivamente) las cuales tuvieron un



efecto similar a la F-3 en la inhibiciébn de iINOS, pero en la produccién de nitritos, a
pesar de que presentaron una actividad significativa esta fue menor a la fraccién F-3.
Con respecto a la fraccion F-4 ocurrio algo interesante, ya que no mostré inhibicién en
la expresion de INOS pero si en la produccién de nitritos (60%), estos resultados
sugieren que la fraccion F-4 contiene compuestos que no actian directamente sobre la
expresion de la enzima iINOS, pero si sobre su actividad, 0 que contiene compuestos
gue pueden atrapar el NO® o sus intermediarios. En el caso de las fracciones F-5, F-6 y
F-7 estas presentaran menor actividad en la inhibicion de la produccién de nitritos, lo
cual concuerda con la casi nula actividad en la expresion de iINOS.

Comparando con los resultados obtenidos en el trabajo presentado por Houde
(2006) en el cual el extracto etandlico de semillas de uva tuvo una actividad inhibitoria
del 40% en la produccién de nitritos, y una inhibicion en la expresion de la enzima iINOS
mayor al 70%, y el estudio realizado por Hong et al. (2002) en donde se estudiaron 170
extractos metandlicos de diferentes especies pertenecientes a diferentes familias y de
estos Unicamente ocho extractos inhibieron la produccion de prostaglandinas, seis la
produccion de nitritos (con 70% de actividad) y de estos solo dos extractos de la misma
especies tuvieron ambas actividades, se corrobora lo sefialado por Salvemini, (2001)
quien menciona que los mecanismos de accion de los compuestos ocurren a diferentes
niveles.

Es importante mencionar que la fraccion que presenté la mayor actividad
antioxidante en los modelos empleados fue la F-5, sin embargo no presenté actividad
en la inhibicion de INOS y COX-2, ni en la produccion de nitritos. En este caso no se
encontré una relacion directa entre la actividad antioxidante en los modelos quimicos
empleados asi como una actividad antiinflamatoria reflejada en la inhibicion de la

expresion de las enzimas estudiadas y la produccion de nitritos.
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Figuras XIV y XV. Efecto de las muestras de P. gentianoides (100 ug/mL) A: hojas con
MeOH; B: particibn MeOH/H,O; C: particibn n-Hex; D: particion CH,Cl,; E: particion AcOEt
(Figura Xl) y de las fracciones (F-1 a F-7) obtenidas de la particion E (Figura Xll) en la
produccién de nitritos en los macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS (1 pg/mL). Los
nitritos fueron determinados por la reaccion de Griess descrita en ‘materiales y métodos’ Co =
control, LPS = lipopolisacarido. Los datos estan expresados como el promedio = SD de al
menos tres experimentos independientes. *+P < 0.05 representa una diferencia significativa

comparada con los valores obtenidos con las células tratadas con LPS.

Al realizar el ensayo con los compuestos puros se observé que los compuestos
luteolina (1) y diosmetina (2) fueron los que presentaron mayor inhibicion en la
produccion de nitritos a las concentraciones maximas empleadas (50 y 25 uM
respectivamente) (Figura XVI) y que los otros compuestos no mostraron efecto lo cual
coincide con los resultados obtenidos en la expresion de la enzima iINOS (Figuras XII-A
y XIII-B).
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Figura XVI. Efecto de los compuesto puros 1) luteolina, 2) diosmetina, 3) globularicisina,
4) plantarenalésido 5) penstemindsido 6) martinésido y 7) verbascésido (50 y 25 uM) obtenidos
de P. gentianoides en la produccion de nitritos en los macr6fagos murinos RAW 264.7
estimulados con LPS (1 ug/mL). Los nitritos fueron determinados por la reaccion de Griess
descrita en ‘materiales y métodos’. Co = control, LPS = lipopolisacarido. Los datos estan
expresados como el promedio + SD de al menos tres experimentos independientes. *P < 0.05

representa una diferencia significativa comparada con los valores obtenidos con las células
tratadas con LPS.

Para comprobar el efecto de los compuestos luteolina (1) y diosmetina (2) se
realizé un experimento a diferentes concentraciones (50, 25y 10 uM y 25, 15y 10
respectivamente) (Figura XVII), al igual que en la expresion de la enzima iNOS, se
observé una cinética dosis respuesta en la que el flavonoide luteolina mostré mayor
actividad inhibitoria de la produccion de nitritos, con respecto a la diosmetina, estos
datos concuerdan con la inhibicién de la expresién de la enzima COX-2, y la enzima
INOS, ya que se sabe que la produccion de nitritos esta estrechamente relacionada con
la expresion de COX-2. Por otro lado de acuerdo a un ensayo realizado por Kim et al.,
(2004) estos flavonoides tipo flavonas cumplen con las caracteristicas estructurales
necesarias para inhibir la produccion de nitritos, las cuales son: un anillo A, C-5,7

dihidroxi sustituido, y un anillo B C-2°, 3" dihidroxi sustituido en el caso de la luteolina y



un anillo B C-2"hidroxi, C-3"'metoxi sustituido para la diosmetina cuya sustitucion
metoxilada le proporciona menor actividad como se muestra en los ensayos realizados

En el trabajo de Houde (2002), se emplearon dos compuestos fendlicos, los
cuales estan presentes en el extracto de semillas de uva, esto son &cido gélico (AG) y
galato de epigalocatequina (GE), en dicho articulo los autores muestran que el AG no
inhibié la expresion de la enzima INOS, comparado con el GE. En el caso de la
produccion de nitritos se observé que el AG presentd la mayor inhibicion, corroborando
los resultados de las muestras en estudio donde se obtuvieron resultados similares.

Por otro lado se observd que los compuestos verbascosido y martindsido
obtenidos de la fraccién F-5, la cual presentd la mayor actividad antioxidante en los
modelos quimicos empleados no inhibieron la expresion de iNOS ni la produccién de
nitritos y por el contrario los compuestos luteolina y diosmetina obtenidos de la fraccion
F-3 la cual no presentd actividad antioxidante, presentaron mayor actividad en la
inhibicion de INOS y en la produccion de nitritos. Con base a estos resultados se
comprobd la importancia de la realizacion de las pruebas biol6gicas de todas las
muestras, ya que de solo haber estudiado las muestras con actividad antioxidante, no
se hubieran encontrado los compuestos responsables de la inhibicion de la expresion

de las enzimas.
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Figura XVII. Efecto de los compuestos puros 1) luteolina y 2) diosmetina en un ensayo
dosis respuesta (50, 25y 10 uM y 25, 15y 10 uM respectivamente) en la produccion de nitritos
en los macrofagos murinos RAW 264.7 estimulados con LPS (1 pg/mL). Los nitritos fueron
determinados por la reaccion de Griess descrita en ‘materiales y métodos’. Co = control, LPS =
lipopolisacarido. Los datos estdn expresados como el promedio £+ SD de al menos tres
experimentos independientes. *P < 0.05 representa una diferencia significativa comparada con

los valores obtenidos con las células tratadas con LPS.

7.4.4 Ensayo de actividad antioxidante en la linea celular RAW
264.7 evaluada con DCFH

El estrés oxidativo fue estudiado midiendo la oxidacion intracelular del reactivo
fluorescente DCFH en las células RAW 264.7, el cual se ha demostrado que refleja la
produccion intracelular de ERO, se ha sugerido que la oxidacion del DCFH es causado
principalmente por H,O, (Schmidt et al., 1995; Fraga et al., 1987). Nuestros resultados
mostraron que en el control negativo (sin LPS) hubo una generacion de especies
radicales basal la cual aumenta mas de tres veces al tratar las células con LPS, esto
indic6 que el tratamiento con LPS aumenta el estrés oxidativo, a través de la
estimulacion de TNF-a ya que se conoce que esta citocina estimula la produccion de
ERO apoyando los antecedentes ya mencionados que involucran a los radicales en la

respuesta inflamatoria.



En la figura XVIII se muestra el ensayo de actividad antioxidante en las células
RAW 264.7 empleando DCFH, se observé que las particiones que presentaron mayor
efecto fueron la particion D y E con un 49.48 y 52.3% de inhibicion respectivamente, en
el caso del extracto E los resultados concuerdan con los ensayos de actividad
antioxidante DPPH’, TBARS, ORAC y FRAP contrario a lo que se obtuvo con la
particion D la cual no presento un fuerte efecto antioxidante en los modelos empleados
y si en el ensayo con las células. Estos resultados nos muestran, que la particion D
tiene compuestos que pueden tener un efecto antioxidante en un sistema biolégico
como son las células y no en sistemas quimicos, por lo tanto es importante tomar en
cuenta los ensayos biolégicos para determinar si se continua, o no, con el estudio
fitoquimico. Con respecto al extracto A y a las particiones B y C no presentaron

actividad antioxidante.
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Figura XVIII. Actividad antioxidante de las muestras de P. gentianoides (50 pg/mL; A:
hojas con MeOH; B: particion MeOH/H,O; C: particién n-Hex; D: particion CH,Cl,; E: particion
AcOEt) en la linea celular RAW 264.7 estimulados con LPS (1 ug/mL) evaluada con DCFH. El
ensayo fue realizado como se describe en ‘materiales y métodos’. Co = control, LPS =
lipopolisacarido. Los datos estan expresados como el promedio + SD de al menos tres
experimentos independientes. El porcentaje de oxidacion obtenida con LPS es referida como el
100% de oxidacion. *P < 0.05 representa una diferencia significativa comparada con los valores

obtenidos con las células sin LPS.



En la figura XIX se observa que la fraccion F-3 fue la que presenté mayor
actividad inhibitoria del estrés oxidativo (46%), la fraccion F-5 que fue la mas activa en
los ensayos quimicos no mostré actividad en la linea celular, como ya se menciond, a
partir de la fraccion F-3 se obtuvieron los compuestos luteolina y diosmetina y de la
fraccion F-5 el verbascésido y el martinésido.
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Figura XIX. Actividad antioxidante de las fracciones (50 pg/mL; F1- F7) obtenidas de la
particion E de P. gentianoides en la linea celular RAW 264.7 estimulados con LPS (1 ug/mL)
evaluada con DCFH. El ensayo fue realizado como se describe en ‘materiales y métodos’. Co =
control, LPS = lipopolisacérido. Los datos estan expresados como el promedio + SD de al
menos tres experimentos independientes. La oxidacion obtenida con LPS es referida como el
100% de oxidacion. *P < 0.05 representa una diferencia significativa comparada con los valores

obtenidos con las células sin LPS.

En la figura XX se observa que el compuesto luteolina (1) presenté actividad
protectora frente al estrés oxidativo, lo cual nos llevd a concluir que la actividad
inhibidora de la expresién de iINOS y en la produccion de nitritos fue favorecida por la
actividad antioxidante, de acuerdo a los antecedentes el estrés oxidativo esta
involucrado en diferentes niveles en la respuesta inflamatoria estimulando la actividad

del NF-xB y también la produccién de diferentes mediadores como la IL-1, IL-6, TNF-a,



IFN-y, asi como en la sefializacion celular, por lo tanto es posible que la luteolina por
medio de su actividad antioxidante haya disminuido los factores estudiados los cuales
estan involucrados en la respuesta inflamatoria.

Con respecto a la diosmetina a pesar de presentar una ligera actividad
prooxidante también inhibié de la expresion de INOS y COX-2, asi como en la
produccion de nitritos, por lo que sugerimos que su mecanismo de accion es
independiente de la produccién de especies reactivas.

En el caso de los demas compuestos estos no presentaron actividad
antioxidante, incluso el penstemindésido y el verbascoésido, presentaron un aparente
aumento del estrés oxidativo, al igual que la diosmetina. El resultado obtenido con el
verbascosido no concuerda con las actividades antioxidantes reportadas en la literatura
(Aldioni et al., 2006; Xiong et al., 2000).
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Figura XX. Actividad antioxidante de los compuestos puros 1) luteolina, 2) diosmetina,
3) globularicisina, 4) plantarenalésido 5) penstemindsido 6) martindésido y 7) verbascosido
obtenidos de P. gentianoides en la linea celular RAW 264.7 estimulados con LPS (1 ug/mL)
evaluada con DCFH. El ensayo fue realizado como se describe en ‘materiales y métodos’. Co=
control, LPS= lipopolisacéarido. Los datos estan expresados como el promedio £ SD de al
menos tres experimentos independientes. La oxidacién obtenida con LPS es referida como el
100% de oxidacidn. *P < 0.05 representa una diferencia significativa comparada con los valores

obtenidos con las células sin LPS.



7.4.5 Actividad antioxidante de los compuestos de P.

gentianoides frente al radical DPPH’ y peroxidacion de lipidos.

En la tabla XII se observa la actividad antioxidante de los compuestos aislados
de P. gentianoides a una concentracion de 50 uM. Se observa que el compuesto
verbascoésido fue el que presentd mayor reducciéon del radical DPPH’ con una actividad
del 87.25%, actividad seguida por la luteolina con un 66.2%. Los compuestos
martinésido y diosmetina mostraron menor reduccion del radical DPPH' con una
actividad del 58.13% y 22.48% respectivamente, en cuanto a la globularicisina, el
plantarenalésido y el penstemindsido estos no presentaron actividad a esta
concentracion. Una actividad similar se observd en el ensayo TBARS en donde la
luteolina y el verbascoésido presentaron la mayor inhibicidén en la peroxidacion de lipidos
(93.28% y 87.53% respectivamente), seguidos por la diosmetina (34.29 %) y el
martinosido (28.52%). Con base a estos resultados se pudo justificar la fuerte actividad
antioxidante de la fraccion F-5, de donde se obtuvieron los compuestos verbascésido y
martindsido, en el caso particular del verbascésido se sabe que este compuesto
presenta una fuerte actividad antioxidante la cual se vio reflejada en los ensayos DPPH’
y TBARS, pero no asi en el ensayo de actividad antioxidante en los macrofagos RAW
264.7, esto se pudo deber a las propiedades hidrofilicas que le confieren los grupos
hidroxilo tanto de los anillos arométicos como los azlcares y que no le permiten
atravesar las membranas lipidicas y ejercer su efecto antioxidante, por las mismas
razones es posible que no hayan presentado efecto en la inhibicion de la expresion de
las enzimas COX-2 e iINOS. Con estos datos se pone de manifiesto la variabilidad de

los resultados obtenidos en diferentes ensayos encaminados a medir el mismo efecto.



Tabla XIl. Actividad antioxidante de los compuestos puros 1) luteolina, 2) diosmetina, 6)
martindsido y 7) verbascoésido obtenidos de P. gentianoides en los modelos de reduccion del
radical DPPH’ e inhibicién de la peroxidacion de lipidos a una concentraciéon de 50 uM. Los
datos estan expresados como el promedio + SD de al menos tres experimentos
independientes. 3) globularicisina, 4) plantarenalésido y 5) penstemindsido no mostraron

actividad a la concentracién empleada.

. % de inhibicién de la
Compuesto (50 uM) | % de reduccion del DPPH’ . y o
peroxidacion de lipidos

1) luteolina, 66.2 + 10.34 93.28 £ 0.82
2) diosmetina, 22.48 + 0.87 34.29 + 6.87
6) martindsido 58.13+1.24 28.52 + 3.28

7) verbascosido 87.25+1.34 87.53+14

Por otro lado, los compuestos luteolina y diosmetina, los cuales fueron aislados
de la fraccion F-3 y que no present6 actividad antioxidante significativa en los modelos
empleados, presentaron actividad antioxidante en los ensayos DPPH' y TBARS. La
luteolina, es un flavonoide reportado con actividad antioxidante por su sustitucion orto
di-hidroxi en el anillo B, por lo tanto la baja actividad antioxidante de la fraccién F-3
pudo deberse a que la luteolina se encontré en muy baja cantidad en esta fraccion para
ejercer el efecto antioxidante.

La inhibicion en la expresion de las enzimas COX-2 e iINOS por la luteolina y la
diosmetina, asi como la produccién de nitritos no es nuevo, ya que se conoce que la
luteolina interfiere con cascadas de sefiales en las que se estimula con LPS la linea
celular RAW 264.7, bloqueando principalmente las moléculas pro-inflamatorias como el
TNF-a. (Xagorari et al., 2002), sin embargo, no se tienen reportes de la actividad
antioxidante de estos compuestos en macréfagos RAW 264.7 empleando DCFH.

Una de las principales contribuciones de este trabajo fueron los resultados
obtenidos empleando los macréfagos RAW 264.7, en donde se observd que solo la
luteolina tuvo actividad en la inhibicion del estrés oxidativo, lo cual puede favorecer la

inhibicion de la expresion de las enzimas en estudio, en comparacion con la



diosmetina, que no presenta actividad antioxidante, la luteolina presenta mayor efecto
en la expresion.

De acuerdo a estos resultados se sugiere que no todos los compuestos que
presentan actividad antioxidante en modelos quimicos la presentardn en modelos
biolégicos en donde se encuentran presentes una mayor cantidad de factores, los
cuales pueden influir en la actividad, y que la actividad antioxidante puede ser un factor

gue favorezca la inhibicién de la expresion de algunas enzimas.

En la figura 25 se resume la obtencion de los compuestos puros, asi como los
principales resultados obtenidos. Se observa que el extracto metandlico A, a pesar de
ser un extracto total no presenté actividad en los ensayos realizados empleando la
linea célular, y si en los modelos de actividad antioxidante quimicos, mostrando el
efecto que puede tener el estudiar extractos completos, ya que por la mezcla de
compuestos gque se obtienen es posible que estos enmascaren la actividad en sistemas
bioldgicos. Se observa que las muestras no presentaron actividad citotoxica en las
células utilizadas con excepcién de la fraccion F-8.

Como ya se menciono la particion E fue la que presenté mejor actividad tanto en
los modelos quimicos de actividad antioxidante como en la inhibicion de la expresion de
las enzimas COX-2 e iNOS, de las fracciones obtenidas de esta particion la F-1, F-2 y
F-3 inhibieron la expresion de las enzimas COX-2 e iNOS asi como la produccion de
nitritos, pero de estas tres, solo la fraccién F-3 tuvo actividad antioxidante en la linea
celular, asi como mayor actividad antioxidante en los modelos quimicos.

De los siete compuestos aislados Unicamente la luteolina y la diosmetina
tuvieron actividad en la linea celular empleada, asi como actividad antioxidante en los
modelos DPPH" y TBARS al igual que el verbascésido y el martinosio. También es
importante mencionar que la diosmetina presenté una baja pero significativa actividad
en la inhibicion de la inflamacion en oreja de raton.

En la figura 25 se muestra el esquema que se realizé para la obtencion de los

compuestos puros, asi como los principales resultados obtenidos.
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Figura 25. Fraccionamiento del extracto metandlico de la hojas de P. gentianoides. AO = actividad antioxidante, >AO mayor
actividad antioxidante, SA = sin actividad, SAO = sin actividad antioxidante, NO3" = % de inhibicién de la produccion de nitritos,
| = disminucion de la expresion, |1 = disminucién de la expresién a la mayor concentracién y aumento de la expresién a la menor
concentracion, 1| = aumento de la expresién a la mayor concentracién y disminucién de la expresion a la menor concentracion.



8. CONCLUSIONES

La utilizacion de remedios herbolarios se ha incrementado en afios
recientes, lo cual justifica el interés de realizar estudios fitoquimicos
encaminados al descubrimiento de compuestos novedosos con diversas

actividades bioldgicas, asi como conocer su mecanismo de accion.

Las principales conclusiones de este estudio se resumen en:

1.- Los extractos de P. gentianoides tuvieron una mayor actividad

antioxidante y antiinflamatoria que los extractos de B. salicifolius.

2.- La particion en acetato de etilo (E) de P. gentianoides fue la mas
activa en los estudios de actividad antioxidante y presentd el mayor contenido
de compuestos fendlicos, inhibid la expresiéon de las enzimas COX-2 e INOS, y
la produccién de nitritos en los macrofagos RAW 264.7.

3.-  De la particion E se aislaron e identificaron siete compuestos: dos
flavonoides: 1) luteolina, 2) diosmetina; tres iridoides: 3) globularicisina, 4)
plantarenalésido, 5) penstemindsido (nuevo iridoide tipo catalpol); y dos

fenilpropanoides: 6) martinésido y 7) verbascosido.

4.-  La fraccion F-5 fue la que presentd mayor actividad antioxidante
en los ensayos DPPH’, TBARS, ORAC y FRAP, pero no inhibi6 del estrés
oxidativo, la expresion de las enzimas COX-2 e iNOS, ni la produccion de

nitritos en los macréfagos RAW 264.7.

5.- De la fraccion F-5 se aislaron los compuestos verbascésido y
martindsido ambos presentaron actividad antioxidante en los ensayos DPPH' y
TBARS.



6.- La fraccion F-3, no presento actividad antioxidante en los ensayos
DPPH’, TBARS, ORAC y FRAP, pero si inhibi6 el estrés oxidativo, la expresion
de las enzimas COX-2 e iINOS y la produccion de nitritos en los macréfagos
RAW 264.7.

7.- De la fraccion F-3 se aislaron los compuestos luteolina y diosmetina
ambos presentaron actividad antioxidante Unicamente en los ensayos DPPH" y
TBARS,

8.- La luteolina y la diosmetina son flavonoides conocidos, los cuales
inhiben la produccion de nitritos en macréfagos de peritoneo de ratén al igual
que la diosmetina (Matsuda et al., 2003), datos que se corroboraron en las
condiciones experimentales empleadas en este estudio, ya que ambos

inhibieron la expresién de COX-2 e INOS al igual que la produccion de nitritos.

9.- En el modelo de actividad antioxidante en los macréfagos RAW
264.7 empleando DCFH se observo que la luteolina tuvo un efecto en la
inhibicion de la produccion de especies radicales, por lo que podemos concluir
que el mecanismo antioxidante favorece los mecanismos de respuesta

antiinflamatorios.

10.- La diosmetina inhibio la expresion de iINOS y COX-2 asi como la
produccion de nitritos en los macrofagos RAW 264.7, por otro lado no inhibio
en el estrés oxidativo en el mismo sistema, por lo que podemos concluir que la
actividad antiinflamatoria de la diosmetina es independiente a la produccion de

radicales

11.- El verbascosido no presentd una actividad antioxidante, ni efecto
antiinflamatorio en los macréfagos RAW 264.7 resultados contrarios a lo
reportado en la literatura en donde se emplean otros modelos, con lo cual se
pone de manifiesto la variabilidad de los resultados obtenidos en diferentes

ensayos encaminados a medir el mismo efecto.



12.- Como resultado complementario la diosmetina presento una ligera
actividad antiinflamatoria en el modelo de TPA hecho que aunado a los
resultados obtenidos puede justificar el uso de P. gentianoides en la medicina
tradicional para contrarrestar padecimientos en los que se encuentre

involucrada la respuesta inflamatoria.

13.- De acuerdo los resultados obtenidos, la actividad antioxidante en
los modelos quimicos empleados no siempre se relaciona con la actividad
antioxidante en los modelos bioldgicos, ni con la inhibicion de la expresion de
las enzimas COX-2 e iNOS, las cuales estan involucradas en la respuesta
inflamatoria, esto resalta la importancia de medir la actividad antioxidante y
antiinflamatoria en un mismo modelo y bajo las mismas condiciones para

evidenciar una posible relacién entre ambas actividades.



9. ANEXO
| FUNDAMENTO DE LAS TECNICAS

l. | Capacidad atrapadora del radical DPPH’

El DPPH" (1,1-Difenil-2-picrilhidracil) es una especie radical estable empleado
para evaluar la actividad atrapadora de radicales de diversas muestras (Niki, 1987),
como son extractos, liofilizados, compuestos puros de origen natural asi como
sintéticos, este radical en solucidn tiene un color violeta intenso que absorbe a 515 nm,
al reaccionar con un compuesto antioxidante, pasa al estado reducido tornando la
solucion a color amarillo (Blois, 1958). La reaccion general del radical DPPH" con una

especie antioxidante se muestra en la figura i.

@Q @@ ;

OH OH

1,1-difenil-2-picrilhidracil 1,1-difenil-2-picrilhidracina radical aroxilo

24,0 0 o0

iey @“*ﬁj @

radical aroxilo 1,1-difenil-2-picrilnhidracil quinona
estructura estable  1,1-difenil-2-picrilhidracina

Figura i. Reaccion general del paso de DPPH’" radical a DPPH reducido.



l. Il Inhibicion de la lipoperoxidacion

Las ERO juegan un papel importante en el desarrollo del dafio celular al atacar
las membranas lipidicas ricas en acidos grasos poli-insaturados generando de esta
manera eventos patologicos, entre otros mecanismos (Halliwell y Gutteridge 1989,
Auroma 1998). La medicion de la inhibicién de la peroxidacion de lipidos de cerebro de
rata inducida por el ion Fe?" evaluada por la técnica de TBARS, es ampliamente
utilizada por el alto contenido de acidos grasos poli-insaturados contenidos en el
cerebro, estos &cido al ser peroxidados generan malondialdehido entre otros
productos, el cual forma un complejo colorido al reaccionar con el acido tiobarbitirco
(TBA) el cual es cuantificado a 532 nm (Halliwell 1990) la reaccion general se muestra
en la figura ii.

OH', ROO', RO, etc

Especie Reactiva
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ROQO:* LN = = COOH
radical peroxilo
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/\/\/\/\)\/k ="
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2+
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e
/\/W\)\/=\/=\/\,COOH

radical alcoxilo ciclo endoperoxido

3
+ Fe + OH- Fe” o
2
g' hidrdlisis
/\/\/\/\)\/=\/=\/\,COOH
radical peroxilo ) +otros

or . o0 o productos
+Fe + H MDA



l. Ill Capacidad atrapadora del radical oxigeno (ORAC)

En el ensayo ORAC se mide la capacidad antioxidante frente al radical peroxilo
inducido con 2,2’azobis (2-propamidamida) dihidrocloro (AAPH), el cual se
descompone produciendo nitrégeno molecular y dos carbono radicales. Los carbono
radicales pueden reaccionar con oxigeno molecular para generar radical peroxilo el
cual reacciona con la fluoresceina, reactivo que pierde fluorescencia al ser atacada por
un radical libre (Ou. B et al., 2001). El efecto protector de un antioxidante es medido
siguiendo el decaimiento de la fluorescencia empleando el &rea bajo la curva (ABC) de
las muestras, comparada con el blanco. El ensayo ORAC provee una medicion directa

para antioxidantes hidrofilicos frente al radical peroxilo. Figura iii.

l. IV Capacidad antioxidante en la reduccion de hierro (FRAP)

En el ensayo FRAP, se emplea el Fe®*" presente en un exceso estequiométrico
formando el complejo tripiriditriazina férrico (Fe**-TPTZ). A un pH bajo frente a un
agente reductor (antioxidante) se produce la donacion de electrones al complejo color
amarillo, generando la forma ferrosa de color azul intenso que se lee a 593 nm (Benzie
et al., 1999).

Fe[TPTZ]+ &€ —» FZ[TPTZ] E, = +0.77 [Volts]
En presencia de una sustancia polifendlica:

Fe[TPTZ] + ArOH F2[TPTZ] + ArOH*™

|. V Determinacion de fenoles por la técnica Folin Ciocalteu

El reactivo Folin-Ciocalteu consiste en una mezcla de acidos heteropolares,
fosfomolibdico y silico-tunsgtico, en el cual el molibdeno y el tugsteno se encuentran el
estado de oxidacion 6°. La reduccion con ciertos agentes reductores genera la
formacion del molibdeno y tugsteno con un promedio de estado de oxidacion entre 5* y
6", formando una solucién azul que se lee a 725 nm, Su reaccion con los aminoacidos

aromaticos tirosina y triptofano es la base del método de Lowry para la determinacion



colorimétrica de proteinas y es ampliamente usado para la determinaciéon de

compuestos polifendlicos en alimentos, plantas entre otros (Singleton y Rossi, 1965).

l. VI Andlisis fluorescente del estrés oxidativo empleando DCFH-
DA

La conversion del compuesto no fluorescente 2'7’diclorofluorescein diacetato
(DCFH —-DA) al compuesto altamente fluorescente pasa en diferentes pasos (Figura iv).
Primero el DCFH-DA es trasportado a través de la membrana y diacetilado por
esterasas intreacelulares, para formar el compuesto no fluorescente
2'7’diclorofluoresceina (DCFH). Este compuesto es atrapado dentro de la célula y al
reaccionar con las ERO es convertido a DCF compuesto fluorescente el cual se

cuantifica usando una excitacién 480/20 y una emisién 582/20 (LeBel et al., 1992).

l. VIl TPA e inflamacion en oreja de ratdn

La induccion del edema en oreja de raton con 13-acetato-12-O-tetradecanoil-
forbol (TPA), es ampliamente utilizada para comprobar la actividad antiinflamatoria de
diversas sustancias. La activacion fisiolégica de la proteina cinasa C (PKC) por el
diacilglicerol (DAG) puede ser imitada por ésteres de forbol promotores de tumores
como TPA y 13-acetato-12-miristrato forbol (PMA). La induccion de sefales de
transduccion dependientes de PKC resulta en un nimero de respuestas celulares que
contribuyen a la patogénesis de algunas enfermedades inflamatorias. Esta respuesta
incluye la produccion de radicales libres (Smith et al., 1988; Dewald et al., 1989), la
expresion de moléculas de adhesion (Renkonen et al., 1990; Mattila et al.,, 1992),
degranulacion (Baggiolini y Wymann 1990; Ozawa et al., 1993), activacion de
fosfolipasa A, (PLA;) (Parker et al., 1987; Feinstein y Halenda, 1988; Zor et al., 1990;
Conquer y Mahadevappa, 1991), biosintesis de prostaglandinas (Raz et al., 1989),
secrecién de citocinas (Bakouche et al., 1992) y endocitosis (Moraru et al., 1990).



l. VIII Actividad citotoxica en las células RAW 264.7 empleando

la técnica de MTT.

El ensayo MTT bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio descrito
por Mosmann en 1983, se basa en la capacidad de la enzima mitocondrial
dehidrogenasa de las células viables para romper el anillo tetrazolio que le confiere el
color amarillo al MTT y formar cristales de formazan azul oscuro los cuales son
impermeable a la membrana celular. La permeabilidad de la membrana celular resulta
por la adicion de un detergente que a su vez solubiliza los critales de formazan, ya en
solucién la absorbancia se mide a 550 nm. El nimero de células sobrevivientes es
directamente proporcional a los niveles de formazan producidos. EI color es

cuantificado usando un ensayo calorimétrico (Figura v).

[. IX Determinacion de nitritos por latécnica de Griess

La reaccion de Griess fue descrita en 1879, por su simplicidad, ha sido
empleada ampliamente en el andlisis de diversas muestras bioldgicas incluyendo
plasma, orina, saliva y medio de cultivo celular. En este método, el nitrito producido
reacciona con sulfanilamida (SA), en medio acido para formar una sal temporal de
diazonio. Este intermediario reacciona con un agente acoplante N-naftil-etilenedaimina
(NED), para formar un compuesto azo estable. La absorbencia de este aducto a 540
nm es linealmente proporcional a la concentracion de nitritos en al muestra (Sun et al.,

2003). La reaccion general se muestra en la figura vi.



|. X Expresion de las enzimas COX-2 e iNOS en las células RAW
264.7

La linea celular macréfagos murinos RAW 264.7 fue obtenida de tumor inducido
con el virus de leucemia murino Albeston (Ralph et al., 1977) Esta linea celular ha sido
ampliamente empleada para probar el efecto antiinflamatorio de varios agentes ya que
se sabe que estas células expresan COX-2 e iNOS al estar en contacto con LPS
bacteriano (Reddy et al 1994; Phillips et al., 1993); estas enzimas son estudiadas por la
técnica de western blot, en la cual se puede comparar con respecto a un control la
inhibicion o la induccién de las enzimas al estar en tratamiento las células con los
compuestos prueba. Varios experimentos en reportes previos emplean el tratamiento
simultaneo de LPS con el compuesto de prueba o pretratan con el compuesto antes de
estimular con LPS (Tsao et al., 2004; Kang et al., 2005; Pan et al., 2000).
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